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RESUMO

Este trabalho tem por objetivo determinar o arranjo 6timo de um sisterna de fermentacio
constituido de reatores tipo torre para produciio de etanol utilizando leveduras com
caracteristicas floculantes. Buscou-se nesta otimizac8o atingir alta produtividade mantendo
o rendimento em etanol compativel acs nivels industriais, sem a necessidade de se utilizar
umdade de separacio de céluias (centrifuga}, visando assim a redugd@o do custo de producio
do stanol em tomo de 15%. Nos expernimentos foi utilizada uma hnhagem de levedura
previamente selecionada isolada da unidade de fermentacio industrial da Usina Junqueira
(Igarapava/SP) durante a safra de 2000. Na otimizac8o operacional do arranjo de reatores o
substrato utilizado na alimentagio do sistema foi um meio sintético concentrado a base de
sacarose, diluido em linha para as concentra¢tes definidas para cada ensaio realizado. Foram
testados trés arranjos constituidos cada um por irés reatores, sendo eles: (a) Arranjo 1-
Constituido de um sistema composto por trés reatores ligados em série, onde wvinho
fermentado proveniente do primeiro reator alimentou o segundo reator ¢ o vinho
proveniente deste alimentou o terceiro reator, (b) Arranjo 2-Constituido de um sistema
composto de trés reatores, sendo que os dois primeiros sdo higados em paralelo cuja vazio
de alimentagdo em cada reator é 50% da vazio total. O vinho fermentado proveniente destes
alimentou um terceiro reator que esta ligado em série com os dois primeiros e (c) Arranjo 3-
Constituido de trés reatores ligados em série sendo que o primeiro reator receben metade da
alimentagdo total, o efluente proveniente deste alimentou o segundo reator juntamente com
a outra metade da alimentag3o, o efluente proveniente do segundo reator alimentou o
tercetro. Os ensaios realizados para cada arranjo foram conduzidos segundo o planejamento
fatorial completo e otimizado segundo o método de superficie de resposta. Para realizacio
destes ensaios as varidveis independentes (n=2) estudadas foram: (a) concentragiio de
substrato na alimentagfo (variando entre 150 a 200 g/l) e (b) tempo de residéncia (vanando
entre 3 a 4 h). As varidveis respostas foram o rendimento em etanol e a produtividade do
sistema. Dentre os trés arranjos estudados o arranjo 3 apresentou produtividade méaxima de
27,39 g Etanol/L.h superior aos 26,29 g Etanol/L.h e 21,68 g Etanol/L.h dos arranjos 1 e 2
respectivamente, sendo, portanto o arranjo selecionado como 6timo. Apds a obtengdo do
arranjo otimo, foi estudado o desempenho do mesmo com diferentes meios industrials (mets
de Usina de Agiicar com diferentes graus de esgotamento e residuos agucarados proveniente
da ultima prensagem do bagaco de laranja da fabrica de suco concentrado). Modelos
matematicos foram desenvolvidos e parimetros cinéticos ajustados para poder, através de
simulacdo em computador, entender melhor a dindmica do processo. A modelagem
matematica do reator foi realizada considerando-o como tubular sem dispersbes axial e
radial. A concentracio de células foi considerada decrescente ao longo do reator, devido ao
incremento da porosidade do leito na parte superior do mesmo. Foram testados modelos
cinéticos da literatura, do tipo ndo estruturados e ndo segregados, com termos de inibigdo
pelo produto, substrato, células e limitagdo pelo substrato. Os resultados obtidos mostram
que os modelos que levam em consideragdo o efeito do substrato limitante, inibicio pelo
substrato e produto apresentaram o methor ajuste aos dados experimentais.

Palavras-chave: fermentacdo alcodhca continua, leveduras foculantes, reatores tipo torre,
etanol.



SUMMARY

This work aims to determine the optimum design of a fermentation system, constituted by
tower reactors for ethanol production by making use of yeast with flocculating
characteristics. We sought, through this optimization, to reach high productivity keeping the
ethanol vield compatible to industrial levels, without having to use cell separation unity
(centrifuge), aiming at the reduction in ethanol production costs at about 15%. A previously
selected yeast strain was used in the experiment, collected from an industrial fermentation
unity at Usina junqueira (Igarapava/SP) during the crop in the year 2000. In the operational
optimization of the reactors’ design, the substrate used in the feeding of the system was a
synthetic medium concentrated on a sucrose basis, diluted in line for the defined
concentrations in each test. Three designs were tested, each one constituted by three
reactors: {a) Design 1 — constituted by a system of three reactors connected in series, where
fermented wine from the first reactor fed the second one and the wine from the second fed
the third one; (b) Design 2 — constituted by a system of three reactors, in which the first two
are connected in parallel and whose outflow from each one corresponds to 50% of the total.
The fermented wine from them fed a third reactor which is connected in series to the first
ones and (c) Design 3 — constituted by three reactors connected in series from which the first
reactor received half the total feeding, and the outflow from it fed the second reactor with
half the feeding, and the outflow from the second reactor fed the third one. The tests were
carried out according to experimental design and optimized according to response surface.
For the completion of these tests, the independent variables (n=2) studied were: (a) substrate
concentration in the feeding (ranging from 150 to 200 g/1} and (b) residence time (ranging
from 3 to 4 h). The variable answers were the ethanol yield and the system productivity.
From the three designs studied, the third one showed a maximum productivity of 2739 g
Ethanol/L.h higher than the 26.29 g Ethanol/L.h and 21.68 g Ethanol/L.h from the first and
second designs, respectively; therefore, considered optimum. After obtaining the optimum
design, its performance with industrial media was studied (honeys from Sugar Plant at
different levels of exhaustion and sugar residues from the last pressing of orange pulp from a
concentrated juice factory). Mathematical models were developed and kinetic parameters
were adjusted, through computer simulation, in order to better understand the dynamics of
the process. The mathematical modelling of the reactor was carried out considering it
tubular without axial or radial dispersion. The concentration of cells was considered
decreasing along the reactor, due to the development of bed porosity in its upper part.
Kinetic models from literature were tested, non-structured and non-segregated types in
terms of inhibition by the product, substrate, cells and limitation by the substrate. The
obtained results show that the models which take into account the effect of the limiting
substrate, inhibition by the substrate and product presented the best adjustment to the
expertmental data.

Xiv
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Capitulo 1 - Introducio

OBJETIVO

Neste capitulo sera apresentado um panorama geral da producio industrial de etanol no
Brasil, além de apresentar os objetivos principais, justificativas e aspectos relevantes

envolvidos neste trabatho.

1 INTRODUCAQG

1.1  Evolucie dos Processos de Fermentacido Alcodlica

Um grande avanco na produgio industrial de etancl fo1 alcangado na década de 30,
guando surgiu na Franga o processo Melle-Boinot (ALMEIDA, 1960). Segundo LIMA
(1960), até o inicio dos anos 60 os processos de corte ¢ de utilizagdio de pé-de-cuba
individual (classico) eram bastante utilizados na fermentagdio de melago nas industrias
brasileiras. DREWS (1964) comenta que este processo apds 1964 estava presente somente
em destilarias de pequeno porte e estava sendo rapidamente substituido pelo processo

Melle-Boinot (batelada alimentada com reciclo de células).

A utilizag8o do processo Melle-Boinot nas plantas de producio de etanol brasileiras
se generalizou no final da década de 60 e nos anos 70. Segundo ZARPELLON &
ANDRIETTA (1992) todas as destilarias instaladas quando da criacio do Programa

Nacional do Alcool (1976), foram equipadas com este processo.

A eficiéncia do processo Melle-Boinot unida aos problemas das primeiras plantas
de fermentagdo continua surgidas no Brasil atrasaram a implantagio deste processo na
indastria, ja que a grande maioria das instalagdes de fermentacdo continua daquela época
eram adaptacdes de baixo custo feitas em processos de bateladas pré-existentes. Segundo
FINGUERUT etal (1992), apesar da fermentagio continua ser uma evolugdo natural do
processo batelada-alimentada, ndo € um desenvolvimento recente. Estes mesmos autores
citam a existéncia de instalagdes industriais na Franca na década de 30, operando com

melaco de beterraba.
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BORZANI {1960) cita vanos trabathos sobre fermentacio continua dando como
vantagens desse processo: maior produtividade; maior uniformidade do produto; € maior
adaptabilidade de automac8o. Segundo este mesmo autor, na década de 60 eram poucos 0s
casos onde os processos fermentativos continuos apresentavam aplicagio industrial. A
utilizacdo do processo continuo de fermentacio alcodlica na indGstria brasileira iniciou-se

nos anos 70.

Segundo ZAPERLLON & ANDRIETTA (1992} o interesse pelo processo de
fermentagdo alcodlica continua foi acelerado no Brasil a partir da titima década, como
forma de se reduzir os custos de produc3o, de modo a reduzir o volume de vinhoto
produzido e o consumo de vapor necessaric. Atualmente cerca de 40% das unidades

industriais brasileiras trabalham com processos de fermentacio continua.

Os estudos em escala piloto de fermentagio continua utilizando leveduras
floculantes tiveram inicio nos anos 80. O objetivo desses processos era trabalhar com
leveduras que, em fun¢8o de suas caracteristicas floculantes, permitisse eliminar a fase de
centrifugacdo necessaria para separar as c€lulas do vinho fermentado. Segundo BU'-LOCK
(1983) os sistemas de reatores de leito fluidizado com células de leveduras floculantes
apresentam alta estabilidade e produtividade (25 mL Etanol/ L.h), enquanto que os

processos continuos otimizados com centrifugacdo de células atingem 12 mL Etanol/L.h.

1.2 Processos Fermentatives Continuos

Segundo ANDRIETTA (1994), o processo de fermentagio alcoodlica continua pode
ser dividido em 3 partes: unidade de tratamento acido, fermentadores e unidade de
separagdo de células (centrifugas). As células de leveduras, apos terem sido submetidas ao
tratamento acido (fermento tratado), deixam as unidades de tratamento e s3o misturadas
com o meio de alimenta¢do (mosto). Esta mistura € entdo enviada aos fermentadores, onde a
razfo entre a vazio de fermento tratado € a vazdo total de alimentacio dos fermentadores ¢

chamada de taxa de reciclo.

Depois de ocorrida a transformacio dos acgiicares em etanol, o vinho fermentado
contendo células de leveduras (vinho bruto) ¢ enviado para a unidade de separagdo. Esta
unidade & constituida de separadoras centrifugas de prato que trabalham a uma velocidade

angular de 8000 rpm. Estas separadoras recebem o vinho bruto contendo de 30 a2 45 g de

-
)
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células por litro de vinho e fornecem 2 produtos: uma fése leve e outra pesada. A fase
pesada contendo entre 160 a 200 g de células por litro € chamada de creme de levedura.
Este creme € enviado para a unidade de tratamento acido. A fase leve, praticamente isenta
de células de levedura (concentragio méxima permitida 3 g de células por litro) € chamado
de vinho delevedurado e € enviado ao tanque pulmio da unidade de destilagdo, também

chamada de dorna volante.

O mimero total de dornas de fermentac@io e o volume relativo de cada uma delas
tem sido objeto de estudo para diversos pesquisadores. GHOSE & TYAGI (1979)
concluiram que na operag@o utilizando-se duas dornas iguais em série, o volume total de
reatores € 58% menor que se usando um reator. Mais recentemente, em trabalho de
simulagdo, ANDRIETTA {1994) concluiu que o sistema otimo € constituido por guatro
reatores de mistura perfeita ligados em série com 1.5; 1,9; 2,2; e 1,45 hora de tempo de

residéncia.

GUERREIRO (1995) cita que o avango tecnologico gerado pela adogio de
técnicas modernas (cinética microbiana adequada, otimizagio, simulaciio de processos via
computador e projetos especificos), aliados a fermentagio continua, pode trazer os seguintes
beneficios: modernizagio das usinas; redugdo dos gastos de mio de obra; aumento de
produtividade; trabalho em estado estacionario; redugdo de insumos; uniformidade do

produto; maior controle operacional do processo.

CYSEWSKI & WILKE (1978) e MAIORELLA er al. (1984) realizaram estudos
comparativos ¢ avaliagbes econdmicas dos diversos processos existentes para a produgio de
etanol via fermentativa. Ambos os trabalhos citam que os gastos com matérias primas
(principalmente melago) representam cerca de 70% do custo total de producgio do etanol,
mas melhorias s8o observadas nos processos continuos em relagio ao processo batelada.
MAIORELLA e? al. (1984) simulando uma destilaria para produgdo de 10° L/ano de etanol
95% p/p, concluiram que o custo total de produgio na fermentacio continua com reciclo de
células operando com concentragio celular de 100g/L e produtividade de 42,5 g/L. h é de RS
0,49/L, e para uma fermentacio continua com concentracio celular de 20 g/L e
produtividade 14,1 g/L.h esta em RS 0,51/L, enquanto que para uma fermentacio batelada
tradicional cuja concentracdo celular no final da fermentacdo € de 21 g/l e produtividade
11,8 g/LL.h € de R$ 0,53/1.
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Porém ganhos significantes no investimento de capital fixe sio demonstrados por
CYSEWSKI & WILKE (1978). Estes demonstraram uma redugdo de 57% no capital
investido em destilarias continuas quando comparadas ao processo de batelada tradicional.
Redugdes maiores, na ordem de 68 e 71% s3o conseguidos respectivamente para oS

processos via fermentacgio continua com reciclo de células e de operagio a vacuo.

Como demonstrado por PAIVA ef ol (1996) € possivel operar um reator tipo torre
com alta concentracio de células e alta produtividade (18 g Etanol / L x h) utilizando
decantadores como unidade de separacdo quando a cepa de levedura utilizada possul

caracteristicas floculantes, ¢ que diminui os custos de produgio deste combustivel,
1.2.1 Arranjo dos Reatores

Segundo ZAPERILLON & ANDRIETTA (1992) varios processos para fermentagio
continua tem sido utilizados e alguns dos quais ndo tiveram éxito. Os principals processos
podem ser divididos em dois grupos: (a) fermentacdo em dorna umica: onde todo o
processo ¢ realizado numa unica dorna, de mistura completa, onde o teor de agacares e de
etanol € constante e (b) Fermentacdo em cascata: onde as domnas individuais so
conectadas em série, passando-se consecutivamente de uma para outra, assemelhando-se a

uma “cascata”.
1.2.1.1 Fermentacio em Dorna Unica

Trés processos de fermentagdo em doma tunica foram testados no Brasil: Biostil,
Hoechst-Uhde ¢ Fercen. ZAPERLON & ANDRIETTA (1992} descrevem as principais

caracteristicas de cada um desses processos.

1.2.1.1.1 Processo Biostil

Foi desenvolvido pela Alfa-Laval e no inicio dos anos 80 foi introduzido no Brasil
através da Codistil. Este Processo visa o processamento de subprodutos com alto brix e a
recirculacio de vinhaca para a preparacio do mosto e desta forma, produzir baixos volumes
de vinhoto. Devido a alta pressio osmética do meio, € utilizada uma levedura especifica para

estas condigdes. O creme de leveduras obtido das separadoras de fermento é reciclado sem
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diluiggio. Acido sulfiirico ¢ utilizado de forma a manter um pH de 4,5. O processo Biostil foi

abandonado, devido as dificuldades de se manter condiges estaveis na fermentacdo.

1.2.1.1.2 Processe Hoechst-Uhde

Hste processc visa eliminar o uso das separadoras de fermento e, para isto, uma
levedura floculante € utilizada. O fermentador € basicamente uma torre onde o difmetro no
topo era maior que o corpo, objetivando servir como separador das leveduras. O vinho
saindo da torre € enviado para outro tanque de sedimentacdo para nova separacdo de
leveduras, que sdo recicladas ao fermentador principal. Acido sulfirico e eventualmente
acido fosforico sdo adicionados para manter o pH em 4,0 durante a fermentacdo. As
dificuldades de operacfio do sistema devido a performance irregular, baixo teor alcodlico e

baixa eficiéncia levaram ao abandono deste processo.

1.2.1.1.3 Processo Fercen

O processo Fercen introduzido pelo Engenho Novo opera com fermentadores
individuais em paralelo, onde a fermentacio ¢ feita em dornas agitadas. A concentracio de
agtcar € mantida abaixo de 1 g/L. O vinho saindo das dornas € enviado para separadoras de
fermento, sendo o creme de leveduras reciclado, sem diluigdo, as dornas. Eventualmente

acido sulfiinco é adicionado usando-se misturadores.
1.2.1.2 Fermentacio em Cascata

Ha, no minimo, quatro processos principais de fermentagdo em cascata operando
com sucesso no Brasil: da Usina Vale do Rosario, Copersucar, Codistil ¢ BIOES. Na
esséncia, todos os processos de fermentagdo em cascata sdo similares, sendo as principais
diferencas nas estratégias de superar o acimulo de sélidos no fundo das domas e do niimero
de estagios que utilizam. Onde boas condigBes de operago estdo presentes, a fermentagio
em cascata mostra um comportamento muito ativo, especialinente no primeiro € segundo
estagios onde grande desprendimento de dioxido de carbono pode ser observado. Todos os
processos de fermentacfio em cascata praticados no Brasil operam com reciclagem das
leveduras para obter alta velocidade de fermentacdo e alto teor alcoolico (10 °GL), com

eficiéncias normalmente na ordem de 90% (ZAPERLON & ANDRIETTA, 1992).
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2 PROPOSTA E JUSTIFICATIVA DO PROJETO

Nos tltimos anos, devido a diminuigdo do consumo de etanol causado pela redugéo
do namero de carros movidos a alcool, as unidades produtoras vém trabalhando no sentido

de minimizar o custc de producdo deste combustivel, visando tornar viavel sua utilizagdo.

Para que este objetive seja atingido, se faz necessario realizar pesquisas que
permitam otimizar os processos industriais, pois, apesar de ser um combustivel renovavel,
ndo contribuindo, portanto com o acimulo de CO, na atmosfera, a utilizagdo do etanol no
Brasil depende dos ganhos econdmicos que este proporciona para 08 propretarios dos

veiculos.

Basicamente o processo de fermentaco continua € constituide de tanques agitados
ligados em série. Possui unidade separadora que permitem o reciclo de células de leveduras,
mantendo a concentracdo destas elevada, o que proporciona obter altas produtividades.
Estas unidades separadoras, constituidas de maquinas centrifugas, s@o responsaveis por
aproximadamente 20% dos custos industriais da producdo de etanol, que na safra de 1998
atingiu valores proximos a R$ 0,16/litro. Portanto, processos que permitam a operagdo com
altas concentragdes de ceélulas que ndo necessitem destes equipamentos permitiriam uma

diminuicio significativa dos custos de produgio deste combustivel.

Alguns processos, utilizando células de leveduras com caracteristicas floculantes e
decantadores como unidade de separagio foram instalados em unidades industriais sem
atingirem o desempenho esperado principalmente por falhas de projeto ou utilizagdo de
cepas de leveduras ndo adequadas as condigGes operacionais das destilarias brasileiras. A
separagdo de células de levedura por decantagfo também contribui para o baixo desempenho
destes processos, pois se trata de uma operagio lenta, levando em alguns casos, até duas

horas para realizar o que as separadoras centrifugas realizam em alguns segundos.

A utilizagdo de reatores que permitam a retencio das células de leveduras em seu
interior elimina 2 necessidade da unidade de separagic e permitem operar o processo com
altas concentracdes de ceélulas (45 % v/v) e consequentemente altas produtividades. A
utilizagio de concentragdes celulares deste nivel em sistemas que fazem uso de separadoras

centrifugas ndo € uma pratica economicamente viavel uma vez que se faz necessario um
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elevado nimero dessas maquinas para realizacdo da concentragio de células, obtendo,

portanto menor produtividade que os anteriores.

Segundo VIEGAS (2002) é possivel operar reatores tipo torre com altas
produtividades e elevados rendimentos sem a2 necessidade de se utiizar unidade de
separacio de células (centrifugas). Dados deste mesmo trabalho mostram que a maior
dificuidade de operacdo destes reatores € a manutengdo da estabilidade do leito de células
formado no primeiro reator para altas taxas de aplicacio de substrato (g de substrato/ h).
Este fato se deve a grande quantidade de CO, produzido em fungio da alta velocidade de
fermentagio alcangados nestas condiges, o que causa uma fluidizacio excessiva do leito,

arrastando as células para o segundo reator.

Com base nestes dados e buscando evitar a necessidade de instalagiio de unidades
de separacdo de céluias, 0 objetivo deste trabatho foi estudar diferentes arranjos de reatores
buscando otimizar operacionalmente a estabilidade do leito de células formado na
fermentag8o para producdo de etanol. Nesta etapa foram testados trés arranjos constituidos
cada um por trés reatores, onde se buscou atingir altas produtividades mantendo o©
rendimento em etanol compativel aos niveis industriais, sem a necessidade de se utilizar

unidade de separagdo de celulas.

Apos a obtencio do arranjo Otimo, foi estudado o desempenho do mesmo com
diferentes meios industriais {méis de Usina de Agucar com diferentes graus de esgotamento
e residuos agucarados proveniente da Gltima prensagem do bagago de laranja da fabrica de

suco concentrado).

Parametros cinéticos foram ajustados a partir de dados obtidos experimentalmente
utilizando-se um programa desenvolvido em DELPHI 5.0 para que através de simulagdo em
computador, a dindmica do processc pudesse ser melhor compreendida o que permitird o
desenvolvimento de uma estratégia de controle confidvel para posterior aplicacio industrial

do processo proposto.
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OBJETIVO

Neste capitulo sera selecionada a cepa a ser utilizada nos ensaios de otimizagio operacional
do sistema de reatores. A cepa a ser utilizada nos ensaios de bancada foi selecionada dentre

outras 15 cepas isoladas de processos de fermentacio alcodlica industriais.

1 INTRODUCAO

1.1 Fatores gue Influenciam na Floculagfo de Leveduras

Em industrias de alimentos ou de biotecnologia onde células sdo empregadas em
reatores, normaimente se faz necessario numa etapa subsequente a separagio das células em
suspensdo do meio fermentativo. A producdio de etanol € um tipico exemplo destes
processos. A utilizagdio de reatores que operam com leveduras floculantes
(autoimobilizéveis) permite a retengdo das células de leveduras em seu interior eliminando a
necessidade da unidade de separagdo permitindo operar o processo com altas concentracdes

de células (45 % v/v) e consequentemente altas produtividades (VIEGAS, 1999).

A busca do entendimento do mecanismo da floculagio em células de leveduras tem
sido objeto de estudo de varios grupos de pesquisadores. Segundo JIN & SPEERS, 1998
até a década de 60 muitos estudaram o efeito das condicbes do meio tais como:
concentracio de sais, agicares, etanol, pH, temperatura, oxigénio dissolvido e protedlises no
mecanismo de floculagdo de leveduras. Apés a década de 70 estudos genéticos tem

auxiliado na compreensdo dos mecanismos que influenciam a floculag@o a nivel molecular.

SPEERS & RITCEY, 1995 através da teoria coloidal basica, notou a importancia
da tensdo superficial na taxa de floculagdo. De acordo com SPEERS & RITCEY, 1995 a
estrutura do floco de levedura € determinado por um nimero de fatores microbiologicos e
fisico-quimicos, dentre eles o mais importante ¢ a taxa de cisalhamento que tem influéncia na

viscosidade do meio onde as células se encontram em suspensio.
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De acordo com JIN & SPEERS, 1998 o efeito de ions no meio, particularmente
ions calcio e magnésio estdo diretamente relacionados ao mecanismo de floculagio das

leveduras.

O efetto do etanol e outros alcoois tém sido relatados por alguns autores, dentre
eles AMORY et al, 1988 por promover a floculagic em células de leveduras
Considerando as células de leveduras como um coléide hidrofdbico o efeito do etanol €
resultante da adsor¢dio na superficie celular, ¢ que pode causar a redugio da constante
dielétrica e reducdo da repulsio eletrostatica entre as células. Da mesma forma solventes

orgénicos podem entdo promover as interagdes entre as células (DENGIS er. af., 1995).

Segundo JIN & SPEERS, 1998 a hidrofobicidade da parede celular tem sido
identificada como um fator importante responsavel pelo efeito da floculagic em leveduras de

panificacio.

De acordo com STRATFORD, 1996 as células de leveduras se agregam devido &
forca de Van der Waals, onde na auséncia de outro tipo de forga atrativa, estas sio
importantes para que as células de leveduras superem as forcas de repulsio eletrostaticas

promovendo entdo a floculag@o das mesmas.

Segundo LUDWIG et. al, 2001 fatores protéicos associados a sais minerais e as
mananas estio envolvidos na floculagiio de leveduras e a agio de proteases € eficaz na
desfloculagdo do fermento. Para que a floculagdo se desenvolva é necessaria a presenca de
ions calcio e também a movimentagio entre as células, para que se acelere o processo de
floculagio, provavelmente devido ao aumento de colisio entre as células, facilitando a

adesdo.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Descrigcio do Sistema de Diluicio em Linha

Com o objetivo de realizar os testes em bancada em condigdes o mais proximo
possivel de uma planta industrial, foi desenvolvido um sistema de preparo de substrato de
alimentagdo através de diluigdo em linha de uma solugio mais concentrada, eliminando-se

assim a necessidade de se esterilizar o meio de fermentacio, o substrato diluido possui um

14
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tempo de reten¢do de no maximo 10 minutos no sistema de diluicBo o que no possibilita

uma alta taxa de contaminacio na alimentacfio do sistema de fermentadores.

Este sistema é formado por duas bombas peristalticas ligadas diretamente aos
frascos contendo 4gua e a solucdo concentrada de substrato. A vazio de cada bomba €
calculada dependo da concentragho de substrato e da vazio desejada para a alimentacio dos

reatores. A Figura 2.1 mostra o esquema de diluigio em linha.

ﬁ}ésnentm;%gd{; Sistema de Fermentadores
s

Bomba
Penstaltica
Bomba
Penstéltica Penstalios
Ar Filtro : Agitador Ar Filtro
i I R hlagnético P TN

Hy0

Meio Concentrado

Figura 2.1- Sistema de diluigio em linha do meio fermentativo que alimentara os
fermentadores

2.2  Substrato Concentradeo

O substrato utilizado na alimentacfo do sistema piloto nos ensaios realizados fol
um meio sintético concentrado diluido em linha conforme descrito no item 2.1, utilizando
como fonte de carbono a sacarose {concentracdo de 70 % p/p em Brix) adicionada de:
Fosfato diacido de potassio 25,0 g/L; Cloreto de amdnio 25,0 g/L.; Suifato de magnésio
heptaidrato 5,0 g/L; Cloreto de potassio 5,0 g/L; Extrato de levedo 30,0 g/L.

i5
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2.3 Descricio dos reatores

Foram utilizados reatores de bancada de capacidade de 1,4 litros, construidos a
partir de um projeto baseado em experiéncias industriais e principios bésicos de engenharia.
(s mesmos foram confeccionados em vidro em forma de torre (5,8 cm didmetro ¢ 61 cm de
altura}, dotados de uma camisa para controle da temperatura. A temperatura dos reatores foi
mantida constante por meio de circulaciic de 4dgua a 32°C pela camisa do mesmo. A
alimentacio do subsiraio foi feita através de bomba peristaltica ligada diretamente ao
sistema diluidor. Esse substrato foi alimentado pelo fundo dos fermentadores e o vinho
fermentado retirado lateralmente pela parte superior. Os fermentadores possuem ainda na

parte superior uma saida para exaustio do CO,.
2.4 Selecio de cepas a serem utilizadas no sistema

2.4.1 Seleclio através da dinfimica populacional em fermentador de bancada

Este ensaio teve como obietivo acompanhar a dindmica populacional de seis cepas
de leveduras, selecionadas dentre quinze cepas com caracteristicas floculantes isoladas de
processos industriais. Durante quinze dias, populagBes de levedura foram quantificadas por
contagem de coldnias sobre um meio diferencial (WLN). Neste meio, seis leveduras testadas

foram diferenciadas por apresentarem coldnias de padrdes morfoldgicos distintos entre si.
2.4.1.1 Microrganismes

Foram testadas seis diferentes linhagens de leveduras com caracteristicas
floculantes, selecionadas dentre quinze outras isoladas industrialmente. Esta selegfo foi
realizada principalmente em funcio de sua capacidade de floculaclio, uma vez que essa
caracteristica € o principal requisito para manutencio da linhagem imobilizada no reator.
Essas foram isoladas de processos industriais de fermentag3o alcodlica (Y1 e Y3 — Destilaria
Diana — Avanhadava — SP - safra 1995; Y2 — Usina Costa Pinto — Piracicaba — SP - safra
1998; Y4 - Usina Junqueira — Igarapava — SP - saffa 2000, ¢ Y5 e Y6 — Usina Costa Pinto —
Piracicaba ~ SP safra 1999) e apresentaram desempenho fermentative adequado para

processos industriais.

i6
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2.4.1.2 Inoculeo

O Indculo utilizado foi preparado em Erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL de
meio esterilizado {15 minutos/121°C) composto de: Sacarose 150 g/L, Fosfato diacido de
potassic 5,0 g/L; Cloreto de aménio 5,0 g/L; Sulfato de magnésio heptaidrato 1,0 g/L;
Cloreto de potassio 1,0 g/L; Extrato de levedo 6,0 g/L. As seis cepas descritas no item
2.4.1.1 foram crescidas isoladamente em “slants” de PDA (Potato Dextrose Agar) por 24 h
a 32°C ¢ ressuspendidas em agua esterilizada e inoculadas em concentragiio de 10% do

volume total do meio fermentativo.

Os frascos foram incubados em “shaker” por 24 h a 32°C a uma rotagdo de 150
rpm. O fermentado fo1 alimentado ao sistema de fermentagio através de bomba peristaltica.
Foram feitos quatro frascos para cada uma das linhagens testadas. As leveduras foram

misturadas em um s6 frasco para a obtencdo do indeulo final que inoculou os fermentadores.

2.4.1.3 Awvaliacdo da Capacidade Fermentativa (CF)

A capacidade fermentativa das cepas testadas nesta etapa foi avaliada segundo a
técnica do potencial fermentativo (ANDRIETTA ef al. 1995) que se baseia na determinagéo
de pardmetros cinéticos (velocidade especifica maxima de crescimento) e de pardmetros de
produgdo especifica (etanol € massa celular). As produgdes especificas foram obtidas em
funcdo do agucar consumido. Os valores de producdes especificas foram comparados aos
obtidos por uma cepa de referéncia (potencial fermentative igual a zero), que possui um

comportamento médio e satisfatorio entre as utilizadas nas destilarias brasileiras.

2.4.1.4 Velocidade Especifica de Sedimentacio (VES)

As cepas foram cultivadas por 24 horas a 32°C e 150rpm, em frascos Erlenmayer
de 250 mL contendo 100 mL de meio sintético: {g/L): glicose, 150,0; KH,PO, 5,0; NH.Cl,
1,0 ; MgS0.. 7H,0, 1,0; KCl, 1,0; extrato de levedura, 6,0. Aliquotas de 40mL do vinho
fermentado foram centrifugadas a 4000 rpm por 5 minutos. A massa de células precipitada

foi ressuspendida em agua destilada e recentrifugada por duas vezes. Um grama do
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precipitado final foi diluido em 100mL de agua e, apds agitagdo intensa, a densidade Optica
foi acompanhada durante 10 minutos, em intervalos de 30 segundos a um comprimento de

onda de 600nm.

A velocidade especifica de sedimentaciio (VES) é representada matematicamente
pela equacic (2.1} (VIEGAS, 1999).

| J 2.1)

Onde: Abs ¢ - valor da absorbincia medido no tempo inicial t,

Abs , - valor da absorbancia medido no tempo t
2.4.1.5 Determinacio da taxa especifica de crescimento celular

Foram preparados Erlenmeyers de 250 mlL, contendo 100 ml de meio de cultivo
estéril composto de: Glicose 40 g/L; Fosfato diacido de potéssio 5,0 g/L; Cloreto de amdnio
5,0 g/L; Sulfato de magnésio heptaidrato 1,0 g/L; Cloreto de potassio 1,0 g/L; Extrato de
ievedo 6,0 g/L. Inoculou-se os frascos seguindo o mesmo procedimento descrito no item
2.4.1.2. Imediatamente apos a inoculagdo, retirou-se uma amostra para a leitura da
absorbincia em espectrofotémetro em comprimento de onda de A=600 nm e os frascos
foram incubados em “shaker” a uma temperatura de 32°C /150 rpm. Amostras foram
retiradas e lidas no espectrofotdmetro de hora em hora nas 03 primeiras horas de incubagao.
A partir da terceira hora as amostras foram retiradas de meia em meia hora. Os ensaios

foram conduzidos até o final da fase exponencial de crescimento caracterizado pela leitura

constante da absorbancia.

2.4.1.5.1 Calculo da taxa especifica de crescimento celular

Sabe-se, experimentalmente, que o aumento da populacéo estd relacionado com a
quantidade populacional ¢ uma constante de proporcionalidade p (taxa especifica de

crescimento), esta relacdo € descrita matematicamente pela equacéo (2.2).
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‘;—wa*x (2.2)

Onde: X-Concentraciio celular (g/L)
t- tempo (h)

Integrando-se a equagio 2.2, obtem-se a equacio (2.3).

t XﬁdX
fﬂ*dtm < (2.3)
3] X

Assumindo-se que u € constante e igual a 4 méax na fase exponencial, da integragéo

da equago {2.3) obtém a equaglio (21.4).

Loz ¥ = LnXi (2.4)

G

A equacdo (2.4) € similar a equacdo de uma reta {y= a + b * x), portanto plotando-
se Ln X/X, em funcdo do tempo obtem-se por regressdo linear o coeficiente angular da reta,

obtendo-se assim o valor de b=umaéx.
2.4.1.6 Crescimento e Retencio de Células no Sistema de Fermentadores

Apos a inoculagio do reator, deu-se inicio a fase de reten¢do e acimulo de células
de leveduras dentro do mesmo, alimentando-se continuarmente o reator com meio sintético
concentrado (item 2.2) proveniente do diluidor em linha conforme descrito no item 2.1. A
concentracéo de substrato utilizada nesta fase fo1 de 125 g/L ¢ sua durac#io foi de seis dias,
até que se obteve uma concentraciio de células constante e satisfatoria para operar o

processo (45 % v/v).
2.4.1.7 Conducio dos Ensaios da Selecio de Cepas através da dindmica Populacional

O inoculo obtido conforme descrito no item 2.4.1.2 foi adicionado em quantidades

iguais aos dois fermentadores ligados em série por auxilio de bomba peristéltica. Apos a fase
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inicial de crescimento celular, a alimentagdo do meio foi iniciada a uma concentracio de
substrato de 150 g/L proveniente do sistema diluidor & uma vaz3o constante de 10
mL/minuto na entrada do primeiro reator. Amostras foram retiradas dos dois fermentadores
nos tempos 1, 2, 3,4, 6, 8, 11, 13 e 15 dias. As analises realizadas foram: etanol, sacarose,
frutose, glicose, glicerol e contagem de leveduras. Uma amostra do inbdculo antes de se
iniciar a alimentacic do reator foi retirada para guantificar cada uma das leveduras

introduzidas inicialmente.
2.4.2 Testes das Cepas Formadoras de “Pellets” no Sistema de Fermentadores

A partir dos resultados obtidos no item 2.4.1 optou-se por fazer a selegfio da cepa a
ser utilizada nos ensaios de bancada, utilizando-se um teste em shaker. Selecionou-se dentre
quinze cepas com caracteristicas floculantes isoladas industrialmente, quatro cepas que
formaram “pellets” visiveis apOs 24 horas de fermentaciio em shaker a 32°C e 150 rpm.
Estas quatro cepas foram testadas iscladamente no sistema de fermentadores, onde foi
monitorado ao longo de cada fermentac@io: (a) producio de etanol, (b) consumo de ART e

(c) altura e estabilidade do leito formado por cada cepa testada.

2.4.2.1 Microrganismo

Foram testadas quatro diferentes linhagens de leveduras com caracteristicas
floculantes, selecionadas dentre quinze outras isoladas industrialmente. Essas foram isoladas
de processos de fermentacdo alcoolica (Y1 Usina Costa Pinto — Piracicaba /SP safra 1999;
Y2 — Destilaria Diana /Avanhadava — SP - safra 1995; Y3 e Y4 - Usina Junqueira /Igarapava

/SP — safra 2000) e apresentaram desempenho fermentativo adequado para utilizagio em

processos industriais.

A cepa Y1 (Usina Costa Pinto - safra 1999) é a mesma cepa Y5 (descrita no item
2.4.1.1). A cepa Y4 (Usina Junqueira ~ Igarapava /SP — safra 2000) ndo havia sido incluida
dentre as cepas descritas no item 2.4.1.1, uma vez que esta apresenta caracteristicas
morfologicas em placas com meio WLN idénticas a cepa Y1 (Usina Costa Pinto - safra

1999), conforme pode ser observado pelas Figuras 2.2.ae2.2b.
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{a) (b)

Figuras 2.2.a € 2.2.b — Foto de Leveduras Floculantes plaqueadas em WLN: {(a) Cepa Y1
(Usina Costa Pinto - safra 1999) e (b) Cepa Y4 (Usina Junqueira - safra 2000)

2.4.2.2 Indculo

As quatro cepas crescidas em PDA (Potato Dextrose Agar) foram incubadas
separadamente em shaker por 24 h, 32 °C e 150 rpm em Erlenmayer de 250 mL contendo
100 mL de meio fermentativo. O vinho fermentado o1 inoculado nos reatores atraves de

bomba peristaltica conforme descrito no item 2.4.1.2.
2.4.2.3 Conducéo dos Ensaios

Nesta fase foi testada cada cepa isoladamente em um Unico reator, uma vez que ©
objetivo destes ensaios era testar as quatro cepas selecionadas isoladamenie. O inoculo foi
adicionado pelo fundo do reator por auxilio de bomba peristaltica. Apés a fase inicial de
crescimento celular, a alimentagfo do substrato proveniente do sistema diduidor (item 2.1)
foi iniciada a uma vazio de 8 ml/minuto e uma concentragio de substrato de 150,00 g/L,
sendo mudada posteriormente as vazdes para 10 e 12 mL/minuto apds o estagio estacionario

de cada vazdo ter sido atingido, mantendo-se a concentragdo de substrato constante.

Amostras foram retiradas em 3 pontos distintos com alturas conhecidas (7, 25 ¢ 61
cm)}, onde foi monitorado em cada amostragem: {a) producio de etanol, (b) consumo de

ART e {c) altura e estabilidade do leito formado por cada cepa testada.

A partir dos resultados experimentais tragou-se o perfil de consumo de substrato e
producdc de etanol em fungdic do comprimento do fermentador para cada cepa testada.

Além disto, os resultados obtidos foram utilizados para comparar o comportamento do leito
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de células formado pelas trés novas cepas com a daguela utilizada em testes realizados

anteriormente por VIEGAS (1999),

2.5  Metodos Analiticos

2.5.1 Determinaciio de (Glicose, Frufose, Sacarese, Glicerol e Etanol

As analises para determinacBo de glicose, frutose, sacarose, etanol e glicerol
presentes no vinho fermentado centrifugadoc e no moste foram feitas utilizando-se
cromatografo lquido de alta eficiéncia (HPLC - Waters) cujas condicdes sio descritas
abaixo:

- Eluente — Acido Sulfiirico (0,1 N) a vazio de 0,5 mL/min.
- Coluna — Metacarb 87H (300 x 7.8 mm}

- Volume de injeciio — 25 pl..

- Temperatura da Coluna — 35°C.

- Detector — Indice de refraciio (Waters Modelo 401)

- Padrdes utilizados — Sigma.

2.5.2 Determinacio do Brix Refratométrico (% de sélidos solaveis p/p)

Utilizou-se refratdmetro Otico (Marca: American Optical ABBE Refractometer),
Diluigdes (p/p) foram realizadas quando necessério.
2.5.3 Contagem de leveduras

As amostras retiradas dos dois fermentadores foram submetidas a diluicBo em série.
As diluigBes de 10 * a 107 foram plaqueadas na superficie em meio WLN. A diferenciagio
das linhagens foi feita em funglo da diferenciagio morfoldgica das coldnias no meio

utilizada. Essa diferenciacfio inclui tamanho e perfil de coloragio,
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3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

3.1 Selecfio através da dindmica populacional em fermentador de bancada

A Tabela 2.1 mostra os resultados obtidos do potencial fermentativo, velocidade
especifica de crescimento (h™') e velocidade especifica de sedimentagiio para cada cepa
testada.

Tabela 2.1 - PF - Potencial Fermentativo, ms-Velocidade Especifica Méxima de

crescimento (h') e VES - Velocidade Especifica de Sedimentacio (min ) das cepas
testadas na etapa de selecio através da dindmica populacional em fermentadores de bancada.

Cepa PF s (B VES (min )
Y 1 94,90 0,37 0,16

Y2 300,00 0,51 0,14
Y3 112,40 0,49 0,01

Y 4 72,20 0,50 0,26
Y5 13,80 0,52 0,15

Y6 300,00 0,51 0,01

Pela Tabela 2.1 pode-se perceber que no que diz respeitc ao desempenho
fermentativo das cepas utilizadas nos fermentadores, os resultados obtidos para o potencial
fermentativo forneceu dados suficientes para afirmar gue todas as cepas possulam as
caracteristicas necessarias para permanecer no sistema. Os valores obtidos para o potencial
fermentativo {producdes especificas de etanol e massa celular} ¢ a velocidade especifica
méxima de crescimento para todas as cepas coincidem com os que ANDRIETTA ef af,,
(1995) consideram dentro dos valores médios obtidos para as cepas utilizadas em processos

indusiriais.
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As Figuras 2.3 e 2.4 mostram os resultados da dindmica populacional em funcio

dos dias de ensaio para os reatores 01 e 02 respectivamente.

Populacio (%)

Figura 2.3- Din&mica populacional das cepas de leveduras: Y1 e Y3 — Destilaria Diana —
Avanhadava/SP - safra 1995, Y2 — Usina Costa Pinto — Piracicaba/SP - saffa 1998; Y4 -
Usina Jungueira — Igarapava/SP — safra 2000; e Y5 e Y6 — Usina Costa Pinto —
Piracicaba/SP safra 1999 (Reator 1)

80 -
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Figura 2.4~ Dindmica populacional das cepas de leveduras: Y1 e Y3 - Destilaria Diana
Avanhadava/SP - safra 1995, Y2 — Usina Costs Pinto — Piracicaba/SP - safra 1598, Y4 -
Usina Jungueira - Igarapava/SP — safra 2000; ¢ Y3 e Y6 — Usina Costa Pinto —
Piracicaba/SP safra 1999 (Reator 2
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A partir dos dados apresentados nas Figuras 2.3 e 2.4 pode-se perceber que existiu
uma selecao esponténea dentro dos reatores, uma vez que no final do ensaio apenas duas
(Y5 e Y6) das sets cepas inoculadas inicialmente foram encontradas no processo. Esperava-
se com este ensaio que O proprio sistema selecionasse uma levedura com produgdo
especifica de etanol (Y .. compativel com os niveis industriais e ao mesmo tempo
mantivesse a estabilidade do leito mesmo quandoe fossem aplicadas altas taxas de aplicagdo

de substrato {g de substrato/ hora}.

Os resultados contidos nas Figuras 2.3 ¢ 2.4 mostram que ap0ds 24 horas de ensaio
as cepas Y2, Y3 e Y4 ndo estavam presentes nos dois fermentadores, na menor
concentragio avaliada (<10°). No reator 1 houve um dominio inicial da cepa Y5, apds o
sexto dia foi observada a predomindncia da cepa Y6, fendmeno este que se manteve até o

final do ensaio (15 dias). Esta mesma tendéncia repetiu-se para o segundo reator.

Nio foi possivel associar o pardmetro velocidade de sedimentacdo (VES) com a
dominéancia da cepa Y6 no processo. Esperava-se que a cepa dominante fosse a Y4, uma vez
que essa apresentou a maior uma velocidade de sedimenta¢iio (0,26 min ). Entretanto a
cepa Y6, que apresentou uma velocidade de sedimentagdo baixa (0,015 min ™), foi a que

dominou o processo.

Um ponto importante a ser considerado diz respeito ao teste utilizado para
avaliacdo da floculagdo (velocidade especifica de sedimentagio). Embora todas as cepas
sejam floculantes, foi observada uma diferenca no padrio de floculagio. Essas diferencas
foram observadas quando as leveduras cresceram isoladas em “shaker” para obtengio do
inéculo. As células da cepa Y6, embora floculada, se mantém em suspensdo por um espago
maior de tempo. Desta forma o teste de velocidade de sedimentagiio ndo formeceu dados

esclarecedores no estudo em questo.

O leito formado no interior dos reatores se mostrou estavel até o 10° dia, periodo
este que o sistema foi dominado pela cepa Y5. Apds este periodo observou-se a redugio
drastica do leito formado e consegiientemente da concentracio celular no interior dos
reatores, onde o leito formado comegou a desaparecer, periodo este marcado pela

diminuicdo populacional da cepa Y5 e aumento da Y6 (Figuras 2.3 € 2.4).
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Por este motivo optou-se por fazer um novo estudo de selecdio com as cepas que

apresentaram formacdo de “pellets” para avaliacdo de estabilidade das mesmas, uma vez que

a cepa Y6 que dominou o processo nfo apresentou a formacfio de um leito estavel, fator

este essencial para que a cepa possa ser utilizada na operacio do sistema proposto em testes

de bancada e posteriormente em escala piloto.

3.2 Testes das Cepas Formadoras de “Pellets” no Sistema de Reatores

A Tabela 2.2 mostra os resultados obtidos para cada cepa nas trés vazodes testadas

conforme descrito procedimento descrite no item 2.4.2.3.

Tabela 2.2- Concentra¢des de Etanol e ART em Funcio do Comprimento do Reator — testes
de selecio das cepas.

Cepa Altura ART (g/L) Vazdo de Etanol (°GL) Vazio de
{cm) Alimenta¢io (mL/min) Almentacgio (mL/min)
& 8 10 12 8 10 12
-z % 0 173,6 122,31 106,12 0 0 0
U g8 2
1 7 64,51 2511 4427 3,984 35426 3,1256
S £ 25 2434 18,51 2864 67798 4,597 4,033
< 61 10,51 9.1 12,96  7,2458 5578 5431
s = 8 10 12 8 10 | 12
= _E 0 153,14 139,55 120,57 0 0 0
g é é B 7 53,04 55,46 53,43 3,54 4,38 2,12
L8 25 39,67 34,8 38 3,69 4.8 3,74
~ 2 61 17,9 19,2 36,7 4.4 5 4,45
N 8 10 12 8 10 12
£88¢ 0 156,26 139,55 120,57 0 0 0
- g.;;{ 55 7 44,04 4221 3792 3,71 5,52 3,64
$ 202 25 16 27 17,29 6,02 6,04 5,52
61 11,3 16,4 12,9 7,05 7,04 6,84
R 8 10 12 8 10 12
E=2E 0 151,41 132,73 94,92 0 0 0
= §§ £5 7 6536 7042 4821 3,1502 32482 29786
TEQS 25 13,02 26,17 27,83 65346 50386 3,7142
61 12,43 8,24 1555 6,976 6,3 53084

Os resultados mostrados na Tabela 2.2 podem ser melhor visualizados pelos

graficos apresentados nas Figuras 2.5a 2.8.

26




Canitulo 2 — Selecio da Cepa

200 -+

ART (gl

8
— %
i
18G4 %
3 + &
1s%
3
=
B0 4
4z
40 4
..,»,,._.k,,\__umt:*:;;:-:‘:m:z;::-;:;—::g
a g T T o
= pig s 30 40 56 80 0
Comp de Reajor {oEm)
- 1yl ART 1zl ART —@—8 mL EBtanol -4 10 Fl. Etaned - 12 ml, Etanod

~-F-- §mbl ART

Figura 2.5 — Concentracdo de ART (g/L} e Etanol (°GL) em fung¢fio do comprimento

ART (g1

200

160 -
%‘

reator para & cepa Y ! (Usina Costa Pinto- safra 1999)

=
2
;E
=
Z
k4]
+ 2
i
e _
g T + b B
i sl 30 40 0 80 KLY
Tomp de Reator {om}
—&-~ 8 ml/min ART -8 {0 wil fminART 12 milmn ART —@— 3 i /n3a Banol &~ 10 gl Branol ey 12 mbsmin Bamel
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A Tabela 2.3 apresenia as conversbes em ART e a produtividade do reator
(equaglio 4.3 — capitulo 4) obtidas em cada tempo de residéncia para as quatro cepas

testadas, calculadas a partir dos resuitados apresentados na Tabela 2.2.

Tabela 2.3- Conversfes em ART e Produtividade do Reator para as vazdes os tempos de
residéncia tr: 2.92: 233 e 1,94 h

Conversdes em ART Produtividade do Reator
(%) {ml Etanol/L h)
Cepa Diasde t=292h t=233h tr=1%4h t=292h t=233h tr=1%h
Operagio
(Leito

Estavel)
Yi 21 93.94 92.55 87.78 2162 20.82 21.34
Y2 19 8831 86.24 69.56 13.13 18.65 19.95
Y3 30 0276 88.24 8930 21.04 26.26 30.67
Y4 45 91.79 93.79 8361 20.82 235 238

A partir dos resultados apresentados na Tabela 2.3 obteve-se as Figuras 2.9 e 2.10
que mostram respectivamente as conversdes e produtividade do reator obtido para cada

cepa em funclio da vazio de alimentacio.
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Conversdes em ART em fungéo da
vazao de alimentacdo (mbL/min}

{8 10 mb/min

Cepas
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Conversbes em ART (%)}

Figura 2.9- Conversdes em ART em funcBo da vazio de alimentacio para as Cepas: Y1, Y2,
Y3, Y4
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Figura 2.10- Produtividade do reator em funcio da vazio de alimentaco para as Cepas: Y1,
Y2, Y3, Y4

Como pode ser observado pelas Figuras 2.9 e 2.10, os valores das conversbes de
ART geralmente diminuem com o aumento da vazdo de alimentagdo, comportamento este
antagbnico ao apresentado pela produtividade do reator que aumenta quando se opera o

sistema com vazdes mais elevadas.

Pode-se perceber pelos resultados apresentados na Tabela 2.3 que todas as cepas

testadas com excegio da cepa Y2 (isolada da Destilaria Diana/SP) apresentaram valores de

0
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produtividade elevados, e valores de conversio de ART a niveis aceitaveis mesmo em altas

vazdes de alimentagio.

A cepa Y2 apresentou uma queda de conversdo de ART principalmente quando o
sistema foi submetido & altas taxas de aplicagdo (g substrato/h), isto se deve ao fato que a
cepa Y2 nfo formou um leito estavel ao longo do ensaio, ¢ que ccasionou a redugdo da
concentragdo celular no interior do sistema e consegiientemente queda de conversio e

rendimento em etano! quando submetidas a condi¢Oes mais extremas.

Dentre as quatro cepas testadas optou-se por selecionar a cepa Y4 para operar o
sistema nos testes de otimizagic do melhor arranjo de reatores e de matérias primas de uso
industrial, uma vez que esta apresentou o leito mais estavel e por maior periodo (45 dias
corridos) dentre as cepas estudadas, mantendo os valores de conversio em ART e
produtividade em etanol em niveis aceitaveis mesmo quando o sistema foi submetido a altas

taxas de aplicagio.

Os valores de produtividade contidos na Tabela 2.3 apresentam ganhos bastantes
significativos em relagdo aos processos convencionais de fermentaglio para produgio de
etanol. Segundo ANDRIETTA & MAUGERI FILHO, 1994 uma unidade de fermentagio
continua convencional, ou seja, que utiliza separadoras centrifugas e células de leveduras
ndo floculantes geralmente opera com rendimento de 87% e produtividade 7,9 g Etanol/L h,

quando melago € utilizado como matéria prima.
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Capitulo 3 — Ajuste dos Pardmetros Cinéticos

OBJETIVO

Neste capitulo foi realizado o ajuste dos pardmetros cinéticos a partir de dados obtidos
experimentalmente objetivando entender melhor a cinética da fermentagfio continua

utilizando reatores tipo torre operando com leveduras floculantes.

1 INTRODUCAQO

1.1 Cinética da Fermentacio Alcodlica

O objetivo basico do estudo da cinética de processos microbianos € o de quantificar
a taxa de crescimento celular, consumo de substrato, formacio de produtos ¢ demais
parametros relacionados, esse estudo permite ainda a influéncia de fatores externos como
pH, temperatura, inibidores, etc. nestas taxas. No caso da fermentacdo alcodlica, estes
valores sd0 essenciais para se projetar adequadamente uma unidade industrial de producéo

de etanol.

BAILEY & OLLIS (1986) classificaram os modelos cinéticos em: no-estruturados
e nio-segregados (células tratadas como soluto monocomponente), estruturados e ndo-
segregados (multicomponente com composicio média semelhante), nfo-estruturados e
segregados (seres individuais distintos, multicomponentes) e, estruturados e segregados
(individuos distintos, multicomponentes). Para ¢ estudo da fermentacdo alcodlica, o modelo
ndo-estruturado ¢ ndo-segregado € o mais utilizado para descrever o comportamento das

variaveis envolvidas.

1.1.1 Modelos cinéticos
A equacBio de Monod relaciona matematicamente de maneira simples a taxa
especifica de crescimento celular @ concentragio do substrato limitante de crescimento, € €

descrita matematicamente pela equagdo {3.1).
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S
Ks+ 8

PRy (3.1)

Onde: Lms: € 8 taxa méxima de crescimento celular, S a concentragiio do substrato limitante
¢ Ks a constante de Monod.

A constante de Monod representa o valor de S no qual a taxa especifica de
crescimento € a metade do seu valor maximo. A equac@o de Monod considera que todos os
componentes do meio de cultura, menos um, estdo presentes em altas concentragdes, tal que
mudangas nestas condi¢gdes ndo afetem significantemente a taxa de crescimento celular.
Assim, um simples componente torna-se himitante (substrato), e somente as variagBes na
concentracdc deste componente causariam alteracdes no comportamento do meio.
Entretanto, a equagio de Monod somente € aplicavel quando ndo hé presenca de inibidores
de crescimento no meio de cultura, ou quando estes estdo em quantidades que ndo afetem a

taxa de crescimento celular.

A taxa especifica de crescimento pode ser afetada pela presenca de inibidores no
meio de cultura, como substratos ou produtos formados. O fendmeno de inibigio pelo
substrato € normalmente menos importante do que a inibi¢do pelo etanol. DOURADO et al.
{1987) propde o modelo descrito pela equagio (3.2), enquanto que THATHIPAMALA
(1992) utiliza a equagio (3.3)

PENI g G-2)
[KS+S+———]
4
S-S
u=um*["“‘3 = ] (3-3)

Onde: S.x € a maxima concentracdo de substrato acima da qual ndo existe crescimento

celular e Spi @ concentragio onde se inicia o efeito de inibicgo.
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MOULIN et al. (1980) propuseram duas expressdes para representar a inibicdo
pelo substrato: a equacé@o (3.4) para S > 100 g/L e P< 32 g/L, e a equacdo (3.5) para S >
100g/L e P >32 g/L.

= ﬂf[Kl{S—iOG)} (3.4)

(K {5-100)][K, {S-100)P]

H=H, (3.5)

Onde: K; e K; s80 constantes empiricas € u; possui uma dependéncia exponencial com ©

produto (P).

Para a presenga de um produto inibidor P, GHOSE & TYAGI (1979; utilizaram
uma relagio linear equagio (3.6) para descrever a dependéncia de 1i; velocidade especifica

de crescimento na presenca de etanocl, com a concentragfo deste produto.

P
H; m.umcixKaPm#mcix(l—‘u—_t (36)
I mec_é

Uma relagdo exponencial equacgido (3.7) foi proposta por AIBA ef al. (1968),
MOQULIN et ol {1980) e BONOM]I et al. (1981).

K P

My = Hog (3.7)

AIBA & SHODA (1969) e NOVAK er al. (1981) testaram uma relagio hiperbdlica

entre y; e P, como mostra a equac#o (3.8).
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A relag8o linear representada pela equagio 3.6 somente € aplicavel quando nfo ha
limitac3o de crescimento pelo substrato ou algum nutriente. A equagdes (3.7) e (3.8)
predizem o crescimento celular e produgdo de etanol indefinidamente. Este fato nio €
observado na pratica, conforme experimentos de LEE ef al. (1983), LEE & CHANG (1987)
e JARZEBSKI ef al. (1989), que demonstraram haver um limite acima do qual cessa o

crescimento celular e a producio de etanol.
BAZUA & WILKE {1977) propuseram uma relagfo parabOlica, representada pela
equacdo (3.9).

B ( _i)_ 0,5 )
H; = f‘lma:k P (3.9}

Entretanto a equacio (3.9) ndo apresentou bom ajuste com os dados experimentais
dos autores. Estes testaram uma nova relaco equacdo (3.10) que obteve bom ajuste,

mesmo a baixas concentracdes de etanol.

H = Mo — (310}

d-P

LEVENSPIEL (1980) revisou e generalizou uma equagio matematica para ©

crescimento celular contendo um termo para inibiggo pelo produto equagéo (3.11).

7. W#Xmﬂma,x{l——fm} { S }X (3.11)

sendo P, a concentracfo limite do produto imbidor. LEVENSPIEL (1980) demonstrou que
para uma concentragdo de P bem menor que o valor de Pm, a equaglo 3.11 se reduz a

equagdo 3.12.

3 UNIicAmp
g;i@ié??éiﬁé CENTRAL
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rx=mr=[[< S+51|X (3.12)

& —

A equaclo (3.12) € equivalenie a cin€tica de Monod. Quando a concentracéo de

substrato S € bem maior que a constante de Monod Kj, a equacfo (3.11) origina a equagio

.....

ropT
=X = 1—}%} X (3.13)

[ m

A relag@o de LUONG (1983) descreve a dependéncia de u; com a concentracao de

produto P € representada pela equagdo (3.14)

nl
s (2]

A versatilidade das equagdes generalizadas parabolicas e do tipo (3.14) favorecem
a sua aceitagio. Principalmente para esta Gltima, quando n tende para 1, esta relacio tende
para o tipo linear. Quando n<l, a cinética prevista ¢ a exponencial, ou quande n>1, a

equacio (3.14) pode ser aproximada para descrever um comportamento parabolico.

0O modelo descrito por GHOSE & THYAGI (1979) leva em consideragio o efeito

do substrato limitante (Ks), inibicdo pelo substrato (Ki) e inibicdo pelo produto linear (Ps)

e € dado pela equagdo (3.15).

eI 19
S+Ks+we}
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SEVELY ef al. (1981) leva em consideragdo o efeito do substrato limitante {Ks),

sem inibi¢do pelo substrato (Ki) e inibi¢éo pelo produto (Kp) e € dado pela equagdo (3.16).

= ® S =1c( Kp *‘( P ) 3
H= b [(S-E—KS)) L(P+Kp}) L}_Pmdxj (3.16)

LEVENSPIEL (1980) leva em consideracdo o efeito do substrato limitante (Ks),
sem inibicio pelo substrato {Ki) e inibigdo pelo produto exponencial (Pméx) e ¢ dado pela

equagdo (3.17).

S P Y
=, 1 3.17
el (S-%Ks) [ Pméx} ( )

O modelo descrito por LEE et al (1983) leva em consideragio o efeito do
substrato limitante (Ks), sem inibicdo pelo substrato (Ki), inibicio pelo produto (Pmax) e

massa celular (Xmax) e € dado pela equagdo (3.18).

S \n m
ﬂ=#m*( )*[1——5:-§ *(1— X, ] (3.18)
S+Ks Pmax j Xmax

O modelo descrito por JIN ef al. (1981) leva em consideragdo o efeito do substrato
limitante (Ks), inibigdo pelo substrato (Ki) ¢ inibi¢do pelo produto exponencial (Pméx) e é
dado pela equacéo (3.19).

K o *(ngs)*(fixp)“"“‘”“ (k2es) (3.19)
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1.2  Modelos Matematicos Aplicades A Fermentaciio Continua Utilizando Leveduras

Floculantes

Com o objetivo de entender melhor a dindmica do processo de fermentagio
continua com leveduras floculantes em reatores tipo torre, e desenvolver uma estratégia de
controle confidvel para uma aplicacio industriais deste processo muitos modelos

matematicos tem sido desenvolvidos por varios pesquisadores.

ADMASSU et. al (1985) trabalhando com um fermentador tipo torre operando
continuamente com altas concentragdes de leveduras floculantes e altas produtividades em
etanol, obteve um modelo cinético com termos de imbicdo pelo etanol e limitagdo pelo
substrato. Segundo o autor a hidrodindmica do fermentador aproxima-se do “plug-flow”
com um numero de dispersio de 0,16 obtido experimentalmente com tragador.

JONES et al (1984) trabalhando com uma cepa mutante de Saccharomyces
cerevisicze em um fermentador continuo tipo torre utilizando um sistema de separagio de
células por decantacdo acoplado na parte superior, ajustou os dados obtidos
experimentalmente por um meodelo cinético linear onde sdo consideradas as inibigdes pelo
etanol e a dependéncia pelo substrato. Conversdes de substrato, rendimento em etanol e
produtividade foram estudadas para duas concentragbes iniciais de substrato (130 e 180
g/L). Neste sistema foi obtida uma produtividade de 12 g etanol/ L. h com rendimentos de

conversio em etanol de 90 % do valor tedrico.

Segundo JONES et al {1984) o reator de leito fluidizado utilizando leveduras
floculantes € modelado utilizando as equages (3.20) a (3.22). Na modelagem considera-se
que a densidade do leito formado, a densidade da fase liquida, massa celular e a temperatura

permanecemn constantes.

ds A
S R B (3.20)
dz Y,,, F
P Yus . LA
—= = 3.21
aZ Y. | F G20
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rpzwn*}(*[l— PJ*( al (3.22)
Pm,) \Kp+S§

Onde:
Yp/s — Rendimento em Etanol: Produto formado/ substrato consumido;

Yx/s — Producio de Células: Massa celular produzida/ substrato consumido;
A - Area transversal de escoamento (cm’);

u- Velocidade de crescimento especifica (hwl);
F — Vazio de Alimentacio (ml/ h);

A equacio (3.22) € idéntica a do modelo apresentado por GHOSE & TYAGI
(1979) sem o termo de inibigdo pelo substrato e a do modelo de LEVENSPIEL (1980)

considerando uma inibicio pelo produto linear.

CHEN et. al. (1993) estudou a dependéncia da altura do leito de células formado
com a concentracdo de substrato na alimentagio, num fermentador tipo torre de 6 L
operando com células floculantes de Saccharomyces wvarum ATCC 26602. Quando a
concentragdo de substrato era reduzida a valores abaixo do critico, ¢ tamanho dos flocos de
células agregados que constituiam o leito diminuia, formando assim uma regido bem agitada
acima do leito devido a grande quantidade de CO, produzido, esta regido era composta por
pequenos agregados celulares fluidizados. A modelagem do fermentador era feita dividindo-
se 0 mesmo em duas regides distintas, o leito de células formado era tratado considerado um
escoamento do tipo “plug-flow” com dispersdo axial ¢ a regido fluidizada acima do leito era
considerada como um reator CSTR agitado. A altura do leito formado pode ser assim
estimada por este modelo, baseado numa concentragdo critica de substrato pré-determinada.
A concentragdo final de etanol e a produtividade também poderiam ser preditas pelo modelo
obtido experimentalmente.

OLIVEIRA ef. al. (1998) desenvolveu um modelo matematico para se estimar a
performance de uma fermentacdo continua num reator tipo torre com reciclo de células
floculantes testando diversos modelos incluindo lineares, parabolicos, hiperbolicos,

exponenciais e ndo-lineares. Pardmetros cinéticos foram estimados no estado-estacionario
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para diferentes concentrages de substrato na alimentagéio {160, 170, 180, 190, 200 g/L) a

temperatura de 30°C e uma taxa de diluicdo constante de 0,2/h .

2 MATERIAIS E METODOS

A modelagem matematica de bioreatores € de extrema importdncia para que se
possa entender seu comportamento. Desta forma, foram realizados ensaios em reatores de
bancada em diferentes condi¢Ges para obtencdo de dados experimentais para selegdo ¢ ajuste
de modelos cinéticos. Amostras foram retiradas de trés pontos ao longo do reator, sendo
possivel desta forma obter o perfil de concentragdo de ART (Agucares Redutores Totais) e
etanol ao longo do reator. A modelagem matematica do reator foi realizada primeiramente
considerando o reator como tubular sem dispersdes axial € radial. A concentragdo de células
fol considerada decrescente ao longo do reator, devido ao incremento da porosidade do leite

na parte superior 4o mesmo.

A vazdo de fluido reagente no interior do reator foi calculada, utilizando-se a
porosidade do leito. Foram testados modelos cinéticos do tipo nfio estruturados € ndo

segregados, onde se levou em conta a limitagio pelo substrato, a inibigdo pelo substrato,

produto e massa celular.

Uma rotina de ajuste elaborada utilizando o programa DELPHI 50 foi
desenvolvida para ajustar o grupo de valores dos pardmetros cinéticos que melhor se
adequaram aos dados experimentais, através da resolu¢do do conmjunto de equagdes

diferenciais de primeira ordem.

O calculo dos par@metros cinéticos para cada modelo da rotina de ajuste esta
baseado na minimizacdo da somatdria dos desvios quadrados {equacgio 3.23), isto &, para
encontrar os parametros que melhor se ajustam aos modelos, onde a somatéria dos desvios

quadrados deve ser a menor possivel.

N
D= (xi—xef (3.23)
i=l

Onde:
N = numero de pontos
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xi = dados calculados pelo modelo

xe = dados experimentais

2.1 Obtengdc dos Dados Experimentais Utilizados no Ajuste dos Pardmetres

Cinéticos

2.1.1 Linhagem

A cepa de levedura Saccharomyces sp utilizada nesta etapa foi isolada da unidade
de fermentagdio industrial da Destilaria Junqueira durante a safra de 2000, e previamente

selecionada conforme descrito no Capitulo 2 (item 2.4.2).

2.1.2 Inéculo

0 Inéculo que foi utilizado na partida do sistema foi preparado em Erlenmeyers de
250 mlL., contendo 100 mL de meio esterilizado (15 minutos/121°C) composto de: Sacarose
150 g/1., Fosfato diacido de potassio 5,0 g/L; Cloreto de aménio 5,0 g/L; Sulfato de
magnésio heptaidrato 1,0 g/L; Cloreto de potassio 1,0 g/L; Extrato de levedo 6,0 g/L. A
levedura crescida em “slants” de PDA (Potato Dextrose Agar) por 24 h a 32°C foi
ressuspendida em agua esterilizada e inoculada em concentragio de 10% do volume total do
meio fermentativo. Os frascos foram incubados em “shaker” por 24 h a 32°C a uma rotacio
de 150 rpm. O fermentado foi alimentado ao sistema de fermentagio através de bomba

peristaltica.

2.1.3 Substrato de Alimentacio

O substrato utilizado na alimentagio do sistema piloto foi um meio sintético

concentrado diluido em linha (Capitulo 2~ item 2.2).

2.1.4 Conducio dos Ensaios para Obtencio dos Dados Experimentais

Apbs a fase inicial de crescimento celular trés ensaios foram realizados com vazdes
de alimentacdo variaveis que resultaram em tempos de residéncia de 2,92 h; 2,33 he 1,94 h
respectivamente, mantendo-se a concentraciio de substrato constante e igual 2 150 g/L em

cada ensaio. Nestes ensaios a retirada de amostra deu-se em trés pontos distintos ao longo
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do reator {7, 25 e 61 cm), das quais foram realizadas analises de: etanol, sacarcse, glicose,

frutose e glicerol.

2.2 Ajuste dos Pardmetros Cinéticos Considerando uma Unica Fonte de Substrato
{ART)

2.2.1 Moedelos Cinéticos Testados

Em trabalhos realizados anteriormente VIEGAS (2002) observou-se que 0s
reatores tipo torre operando com leveduras floculantes se comportam de forma que duas
zonas distintas podem ser observadas (Figuras 3.1 e 3.2). A primeira zona, onde existe a
formacdo de um leito de células de levedura foi tratade na modelagem como reator de leito
fixo sem dispersdo axial e radial (Figura 3.1). Para esta regiio foram testados seis modelos

cinéticos classicos para descrever processos de fermentagio alcodlhica.

Na segunda zona do reator, € observada a presenga de pequena quantidade de
células dispersas no meio (Figura 3.2). Neste trabatho, a conversdo de ART nesta zona foi
desprezada, assumindo que ¢ valor de ART obtido para Z=61 cm € igual ao valor referente
ao término do leito (Z=45 cm). O objetivo desta modelagem foi descrever o comportamento
do sistema, comparando-o aqueles obtidos nos ensaios praticos realizados no estado

estacionario.
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Primeira zona
do leito de
células - reator
de leito fixo

Figura 3.1 — Foto da Primeira Regido do Leito formado (Considerada como um

reator de leito fixo)

Particulas
ispersas
(CSTR)

Altura de 45 cm

Figura 3.2 — Foto da Segunda Regido do Reator (Células em Forma de Particulas

Dispersas)
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Os modelos cinéticos aplicados foram do tipo ndo estruturados e ndo segregados
com termos de inibigdo pelo produto, substrato e células e limitagdo pelo substrato. Foram
testados modelos encontrados na literatura, sendo eles os propostos por: GHOSE &
THYAGI (1979), SEVELY et al (1981), JIN ef al (1981), LEE er al (1983),
LEVENSPIEL (1980) e um modelo que foi desenvolvido durante este projeto, denominado
Ghose Modificado (equaco 3.24) que leva em consideracio o efeito do substrato limitante
(Ks), inibic&o pelo substrato (Ki) e inibi¢do pelo produto exponencial (Pmax).

A Tabela 3.1 mostra as equacSes dos modelos testados no ajuste dos pardmetros

cinéticos.

. S N P Y
— % ]—— 3.24
H= g [Sz\ ( Pmdx) (3.24)
S+Ks+| —
K

Tabela 3.1 - Equag¢des dos modelos testados no ajuste dos pardmetros cinéticos. Onde: Ks —
Efeito do substrato limitante; Ki — Efeito de inibi¢do pelo produto; Pméax- Termo de inibigo
pelo produto, pm.ax velocidade especifica de crescimento celular, S- Concentragdo de
Substrato; P- Concentracéio do produto, n- Termo exponencial de inibi¢8io pelo produto.

Modelo Testado Equacgio
GHOSE & THYAGI (1979) ‘ S , P
Au = lumdx " o * 1.” .
$? Pmax
[S + Ks+ —+)
i
SEVELY eral (1981) S Kp P
H= g™ * N e ———
(S + Ks) (P + Kp) Pmax
LEVENSPIEL (1980) S P Y
o
S+Ks Pmax
LEE ef al (1983)

N p Y x Y
=y % | ] * 1
H = Fona [S +KS) [ Pmdx} ( dex}

) () CEVPHES)

JIN et al. (1981)

= ¥
44 /’tmax {S+KS
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A modelagem matematica foi feita segundo JONES ef al. (1984) ¢ as equacles
diferenciais utilizadas estdo descritas pelas equactes (3.20) e (3.21) que descrevem o perfil

de ART e etanol ac longo do comprimento reator.

2.3 Ajuste dos Parimetros Cinéticos Considerando duas Feontes de Substrato

(Glicose e Frutose)

2.3.1 Ohbtencio dos Dados Experimentais

Os dados experimentais utilizados no ajuste dos parmetros cinéticos foram obtidos

conforme descrito neste capitulo (1tem 2.1},

2.3.2 Modelo Cinético Testado Considerando a Presenca de dois Substratos (Glicose
e Frutese)

Nesta etapa foi testado 0 Modelo TOSETTO (2002), que € do tipo ndo estruturado
e ndo segregado com termos de limitacio pelo substrato, inibicio pelo substrato e produto,
que leva em consideragdo duas fontes de substrato, sendo que para a glicose ¢ a frutose o
modelo a ser utilizado ¢ o de GHOSE modificado (equagdes 3.25 e 3.26), porém para a
frutose, este modelo foi acrescido de um termo desenvolvido por TOSETTO (2002) que
descreve a diauxia. (Diauxia € a caracteristica que um mICrorganismo tem em consumir
preferencialmente um substrato, que neste caso, foi a glicose). O consumo da sacarose ao

longo do reator € representada pela equagéo 3.27.

nf
G F P
B = ,am-(i—;} = {1— B ] (3.25)
Kg+F+— e
K,
ngl
G (P X
Hojioose = Homr- —i 1= P J (3.26)
K;+G+— gl

3
e ) o
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Cnde:

A
- (L—% J . termo de diauxia, sendo: G a concentracdo de glicose (g/L) e F a

concentracgio de frutose (g/L).

~v : velocidade especifica de hidrolise da sacarose (h™)

Segundo SCHLEGEL (1990), o efeito de diauxia consiste no consumo preferencial
de um substrato em relagdo a outro quando mais de um estio presentes no meio
fermentativo, que € o caso da fermentacgdo alcoodlica com meios a base de sacarose. O
surgimento de duas fases de crescimento € encontrada em meios que contém misturas de
substratos. Na mistura de glicose e sorbitol, por exemplo, a E.coli utiliza somente a ghcose
primeiro, a glicose induz a sintese das enzimas para seu consumo, blogueando ao mesmo
tempo o consumo de sorbitol. O sorbitol s6 serd consumido quando toda a glicose for

consumida.

O ajuste dos parametros ciné€ticos foi realizado atraves da resoluc@io de equagdes
diferenciais (equagbes 3.28 a 3.31), obtidas através do balango de massa ao longo do

comprimento (Z) do reator.

B _Teisy el (3.28)
dZ Y, ' F
* #
B _vrX,Ave (3.29)
& Ty, F
dG A¥e
£ - 0,526%(S,_ -S,)- *u *X 3.30
CiZ ( -1 I) YXfS*F luG ( )
*
A 0526%(S, - S )-—2F_wy xx (3.31)
dz Y, *F

Onde:

A - Area transversal de escoamento {cm?).

F — Vazio de alimentacdo (mL/ h).

1t - velocidade especifica de crescimento (h™).
g - Porosidade do leito de celulas
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3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

3.1 Ajuste dos Pardmetros Cinéticos Considerando uma Unica Fonte de Substrato

(ART)

A Tabela 3.2 apresenta os resultados experimentais obtidos nos ensaios realizados
conforme descnto no item 2.1. Estes dados foram utilizados para ajustar os pardmetros
cinéticos dos modelos testados.

Tabela 3.2 — Ensatos Experimentais: ART (g/L) e Etanol {g/l.) em funco dos diferentes
tempos de residéncia (h) testados

ART (g/L) Etanol {g/L)
Z(cm) | r=2,92h Tr=233h tr=1,94h r=2,92h =233k tr=1,9h
0 231,94 22528 200,34 0 0 0
7 100,25 119,00 108,42 40,61 40,51 36,39
25 25,32 57,00 73,23 88,38 68,34 64,97
61 21,66 48,00 63,61 92,96 74,50 70,00

Pode-se perceber pelos dados apresentados na Tabela 3.2 que a maior conversio de
substrato e consequentemente maior produgio de etanol se deu no primeiro estagio do

reator (até Z=25) fato este explicado pela alta concentracio celular nesta regido.

A partir dos dados da Tabela 3.2 os pardmetros cinéticos foram ajustados para os
seis diferentes modelos estudados, conforme descrito no item 2.2.1. As Tabelas 3.3, 34 ¢
3.5 mostram os valores dos parametros cinéticos ajustados para os tempos de residéncia de
2,92; 2,33 e 1,94 h respectivamente, assim como a somatdria do desvio quadrado

encontrado para cada modelo.
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Tabela 3.3~ Pardmetros Cinéticos obtidos 4 uma vazio de alimentagio de 480 mL/hora (tr =
2,92 h), onde: Ks — termo de limitag@o pelo substrato; Ki — termo de intbicdo pelo substrato;
Kp - termo de mibigdo pelo produto; Pmax — concentracdo de etanol onde o crescimento
cessa; K1 — termo de inibigdo pelo produto GHOSE ; K2 — termo de inibig8o pelo substrato
GHOSE ; Xmiéx ~ concentragio de cghulas onde cessa o crescimento celular; n - poténcia da
inibicdo pelo produto; m — poténcia da inibicio pela massa celular e Desvio® — desvio
quadratico dos dados obtidos pelo modelo e experimentais,

Modelos Pardmetros Cinéticos

Testados

Ks XKI K2 Kp Ki n m Pméx Xmax Desvio’

Ghose 23 - . - 7310 - 92 - 1,4300
Modificado

Lee (1983) 20 - . - - 09 08 92 156 164,73
Jin (1981) 29 0,04 O - - - - - - 378,76
Ghose (1979) 23 - - - 73 - - 92 - 1,4300
Levenspiel 160 - - - - 1,1 - 93 - 455,00
(1980)

i

]
—
~3

t

¥

i

96

Sevely (1981) 0 155,76

Tabela 3 4- Parametros Cinéticos obtidos & uma vazio de alimentagio de 600 mL/hora (tr =
2,33 h), onde: Ks — termo de limitacdo pelo substrato; Ki ~ termo de inibi¢do pelo substrato;
Kp - termo de imbigao pelo produto; Pmax — concentragdo de etanol onde o crescimento
cessa; K1 — termo de imibig@o pelo produto GHOSE ; K2 — termo de inibi¢80o pelo substrato
GHOSE ; Xmax — concentracdo de células onde cessa o crescimento celular; n - poténcia da
inibico pelo produto; m — poténcia da inibicdo pela massa celular e Desvio. — desvio
quadratico dos dados obtidos pelo modelo e experimentais.

Maodelos Parametros Cinéticos

Testados

Ks Kl K2 Kp Ki n m Pmix Xmax Desvio’

Ghose 6 - - - 84 1,3 - 78 - 0,69
Modificado

Lee (1983) 30 - - - - 1,6 08 78 156 173,29
Jin (1981) 41 005 0 - - . - - - 277.09
Ghose (1979) 81 - - - 86 - - 77 - 7,17
Levenspiel 105 - - - - 1,5 - 78 - 455,00
(1980)

Sevely (1981) 38

H
1
bt
o0
]
[
i

82

87,47
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Tabela 3.5- Par@metros Cinéticos obtidos a uma vazéo de alimentago de 720 mL/hora {tr =
1,94 h), onde: Ks — termo de limitacdo pelo substrato; Ki — termo de imbi¢io pelo substrato;
Kp — termo de inibicdo pelo produto; Pmax — concentracio de etanol onde o crescimento
cessa; K1 — termo de inibicéio pelo produto GHOSE ; K2 — termo de inibigdo pelo substrato
GHOSE ; Xmax ~ concentracio de células onde cessa o crescimento celular; n - poténcia da
inibigdo pelo produto, m - poténcia da inibicho pela massa celular ¢ Desvio. — desvio
guadratico dos dados obtidos pelo modelo e experimentais .
Modelos Parametros Cinéticos

Testados

Ks KI K2 Kp Ki n m Pmiax Xmax Desvio’

Ghose 49 - - - 114 13 - 60 R 8,80

Modificado

Lee (1983) 80 - - - - 11 G,4 59 163 300,34
Jin (1981) 23 0,07 O - - - - - - 209,060
Ghose (1979) 85 - - - 102 - - 59 - 3,75

Levenspiel 155 - - - - 1,3 - 58 - 65,51

(1980)

Sevely (1981) 26 - - 15 - - - 61 - 105,70

A partir dos dados contidos nas Tabelas 3.3, 3.4 e 3.5 observa-se que os modelos
de GHOSE e o Ghose Modificado (equago 3.24) foram aqueles que apresentaram o melhor
ajuste aos dados experimentais, pois apresentaram o menor valor de desvio quadratico
quando comparados com os dados experimentais. Os modelos segundo LEVENSPIEL
(1980), SEVELY (1980) e LEE (1983) n#io se ajustaram aos dados experimentais,

indicando a existéncia da inibigio pelo substrato (Ki).

Observa-se ainda pelos dados contidos na Tabela 3.3 que o pardmetro n que
representa a poténcia do termo de inibigdo pelo produto no modelo Ghose modificado
assumiu valor igual a 1, mostrando um comportamento linear para o tempo de residéncia
2,92 horas. Nestas condigbes, o modelo Ghose modificado (equacdo 3.24) se reduz ao
modelo proposto por GHOSE explicando a igualdade dos pardmetros obtidos para ambos os
modelos. Além disto pode ser observado que os valores de Ki obtidos foram elevados

indicando assim uma imbi¢do pelo substrato pouco significativa.
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Como pode ser ainda observado pelas Tabelas 3.4 ¢ 3.5, para os outros tempos de
residéncia estudados observou-se que os modelos que mais se ajustaram aos dados
experimentais foram os mesmos. No entanto valores diferentes para alguns pardmetros
foram encomtrados e o modelo Ghose modificado {equacdic 3.24) mostrou um ajuste
superior aos dados experimentais quando comparado com o modelo proposto por GHOSE,

onde o termo de imbigdc pelo produto mostrou-se ndo linear {n = 1).

As diferencas encontradas de alguns pardmetros nas diferentes condi¢Ses estudadas
podem estar assocladas ao efeito da porosidade do letto que aparentemente se altera em
fungio da quantidade de CO, liberado por unidade de tempo (velocidade de conversdo),
assim como as diferentes faixas de concentragdo de substrato e produto. Isto mostra que as
faixas de validade de cada grupo de parimetros ajustados para os diferentes modelos sdo

bastante restritas, o que limita a sua utilizac3o.

Pode-se perceber ainda pelos dados contidos nas Tabelas 3.3, 3.4 e 3.5 onde foi
considerado no ajuste dos pardmetros cinéticos 0 ART como tnica fonte de substrato, que
os valores de Ks encontrados s&o elevados, superiores aos valores encontrados na literatura.

Para 0 modelo LEVENSPIEL, fica ainda mais evidente esta incoeréncia.

As Figuras 3.3 a 3.8 mostram os melhores ajustes obtidos para ensaio realizado,
onde os valores calculados para cada modelc ajustado sio comparados com os dados

experimentais obtidos.
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Figura 3.3- Valores de ART{g/L) e Etanol {g/L) experimentais e calculados pelo modelo de
Ghose modificade em fungio do comprimento do reator para cada ensaio realizado.

254 160
&
el i
[ ———
- 1 e =
- =
= :
0 140 =
50 et e R 20
g : ‘ 0
i & 0 15 .l % & ® ap aa &G
Comp do Reatar fom)
A ARTexptr=292% wonmene ART gl 22,92 1 T ARTexpu=233h —eoeee ART Gale 122332
O ARTompir-104k e ART calc 194 h Etancl sxp =292 b Etanal el tr=232 1
¥ Ean cp-233h e et ol =233 B % Eamioptrlith - Btgnal coir 198 b

Figura 3 4- Valores de ART(g/L) ¢ Etanol (g/L) experimentais ¢ calculados pelo modelo de
GHOSE em fungio do comprimento do reator para cada ensaio realizado

Lh
L



Capitulo 3 — Aluste dos Parimetros Cinéticos

00
+ 8¢
. 8 =
=~ 143 @
+20
4 : . . 0
3 5 0 15 20 Pl A 35 40 45 &0
Comp do Realor{om)
4 ART esptr=282h e ART cale =292 5 T ARTempy=3 B3R e ART eale =733k
O ARTapir=1 %4} o ART ralo =194 b Etanotexpir 2,92 b Elanol e -292%
# Banolepte231k e Bigmd o 7233 B 2 Bamdopir-l b oo Efemed gafatro1, 84 &
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Figura 3.7~ Valores de ART(g/L) e Etanol {g/L) experimentais e calculados pelo modelo de
Sevely em funcio do comprimento do reator para cada ensaio realizado
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Observa-se pelas Figuras 3.3 a 3.8 que apesar das incoeréncias encontradas no que
diz respeito aos valores elevados de Ks, os perfis de consumo de substrato e produgio de
etanol apresentaram ajustes bastante satisfatdrios aos dados experimentais. Pode-se
perceber, que os modelos Ghose modificado e o proposto por GHOSE apresentaram melhor

ajuste aos dados experimentas.

Peguenos desvios observados em relag8o 4 conceniraclio de etanol podem estar
figados ao fato dos modelos utilizados nfio levarem em consideragio a desvinculacio da
producio do mesmo com o crescimento celular na fase final da fermentacgiio (TOSETTO,

2002).

3.2 Ajuste dos Parimeiros Cinéticos considerando duas fontes de substrato {Glicose

e Frutose}

Os valores de Ks muito elevados observados para os modelos onde o ART foi
considerado como Gnica fonte de substrato, somado ac perfil de consumo de frutose obtido
nos ensaios fermentativos mosirou a necessidade de se trabathar com modelos diferentes
para descrever o consumo dos dois diferentes substratos contidos no meio de fermentagio
{glicose e frutose), ou seja, a produgiio de etanol por via fermentativa que utiliza a sacarose
como fonte de carbono, deve ser tratads como uma fermentacdc envolvendo dois

substratos.

As incoerénecias encontradas onde o ART foi considerado como Onica fonte de
substrato, mostra a necessidade de se trabalhar com modelos diferentes para descrever o
processo fermentative que utiliza como substrato s sacarose, devido a hidrolise deste

fornecer ghcose e frutose como produto, conforme descrito por TOSETTO (2002).

A Tabela 3.6 apresenta os resultados experimentais obtidos conforme descrito no item
2.3 (Capitulo 3).
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Tabela 3.6 — Ensaios Experimentais; Glicose {g/l.}, Frutose {g/l) e Sacarose {g/l) obtides
experimentalmente ao longo do comprimento do reator em funcio dos diferentes tempos de
residéncia (h) testados. Onde: Z — Comprimento do reator.

Glicose {(g/L) Frutose {g/1.) Sacarose (g/L)

tr=2,92 =233 =194 =292 {r=233 tr=194 =292 =233 1r=1,94

0 0 0 0 0 0 0 189,05 181,75 17573
7 1685 2691 1514 2094 4046 2293 58,00 4133 117,42
25 541 20,52 16,68 1174 3678 3034 770 741 2141
45 496 1459 16,45 1087 2941 30,77 608 630 1838

Z {cm)

A partir dos dados contidos na Tabela 3.6 tragou-se os perfis de consumo de substrato

em fungdo do comprimento do reator para cada tempo de residéncia testado (Figuras 3.9 2 3.11).

w=2 82 h

—g— ART
—&-- Sacarcse
wgome (o058
—— Fritose

Yacarose s ART Conco (giLl}
Gicose a Frutose Cone (gL}

) B3 1 15 20 5 38 35 4G 45 50
Comp o Restar {om}

Figura 3.9~ Perfil de consumo de substrato em fung3o do comprimento do reator para o
tempo de residéneia 292 h
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Figura 3.10- Perfil de consumo de substrato em fun¢do do comprimento do reator para o
tempo de residéncia 2,33 h
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Figura 3.11- Perfil de consumo de substrato em fungio do comprimento do reator para ¢
tempo de residéncia 1,94 h
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Pelos dados experimentais contidos nas Figuras 3.9 a 3.11 observa-se uma
diferenca bastante acentuada no perfil de consumo da glicose e frutose, mostrando a
necessidade de se utilizar modelos diferenciados para cada um destes substratos, onde se
pode perceber que o consumo de frutose € mais lento que o da glicose, indicando um efeito

de diauxia devido 4 concentrago de glicose no meio.

A partir dos dados da Tabela 3.6 os pardmetros cinéticos do modelo TOSETTO
{(2002) testado foram ajustados. A Tabela 3.7 mosira estes valores, assim como a somaibria
dos desvios quadrados encontrados levande-se em consideragdo a presenca de duas fontes

de substrato na alimentacio (frutose e glicose) devido a hidrolise da sacarose.
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Tabela 3.7- Pardmetros Cinéticos obtidos para o modelo TOSETTO (2002) (dois
substratos), onde: Ks 4 — termo de limitacio pela glicose; Ks ¢ — termo de limitagio pela
frutose; Ks wc — termo de limitagdo pela sacarose; Ki 4 — termo de inibigdo pela glicose; Ki &
— termo de inibicdo pela frutose, Ki . — termo de imbigdc pela sacarose; Pmax s —
concentracdo de etanol onde o crescimento cessa - sacarose; Pmax ¢ ~ concentragio de
etanol onde © crescimento cessa — glicose; Pmax r — concentragic de etanol onde o
crescimento cessa — frutose; n 5 - poténcia da inibigdo pelo produto - frutose; n & — poténcia
da inibigio pelo produto - glicose e D? glic — desvio quadratico dos dados obtidos pelo
modelo e experimentais — glicose; D* frut — desvio quadratico dos dados obtidos pelo
modelo e expernimentais — frutose.

ir (h} Parimetros Cinéticos
ng ng Ks Ks Ks Pmax Ki Ki Pmix Pmax Fmax Gmax Ki D°  D°
§ ¢ s s £ o F G s s« Ghc.  Frut

292 06 1,2 3009 40 113 20 60 88 68 30 44 58 103,58 24895
233 1,1 12 2008 38 119 24 62 82 68 3 46 52 203,96 241,13
1,94 09 1,2 20 08 3,7 112 22 64 85 68 32 47 53 198,74 21568

Pelos dados contidos na Tabela 3.7 observa-se que as incoeréncias encontradas
guando da utiizagdo do ART como unico substrato desapareceram quando se trabatha com
modelos separados para o consumo de glicose e frutose. Este fato vem confirmar que os
processos fermentativos que utilizam como fonte de carbono a sacarose, devem ser tratados
como processos contendo dois substratos distintos, glicose e frutose, e ainda devem levar
em considerag@o a preferéncia do microrganismo em consumir a glicose (diauxia), conforme
descrito por TOSETTO (2002).

As Figuras 3.12 a 3.14 mostram os melhores ajustes obtidos para ensaio realizado.
Estes valores foram calculados utilizando-se o Modelo TOSETTG {(2002) a partir dos dados

experimentais.
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Figura 3.12- Valores de Sacarose {¢/L.), Glicose, Frutose e Etanol (g/L) experimentais e
calculados pelo modelo TOSETTO (2002) em funcio do comprimento do reator para o

tempo de residéncia de 2,92 h
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Figura 3.13- Valores de Sacarose {g/L}, Glicose, Frutose e Etanol (g/L) experimentais e
calculados pelo modelo TOSETTO {2002) em fungio do comprimento do reator para ¢

tempo de residéncia de 2,33 h
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Figura 3.14- Valores de Sacarose {g/L), Glicose, Frutose e Htanol {(g/1.} experimentais e

calculados pelo modelo TOSETTO (2002) em fungiio do comprimento do reator para ¢

tempo de residéncia de 1,94 h

Observa-se pelas Figuras 3.12 a 3.14 que os ajustes aos dados experimentais para

todos os ensaios realizados mostraram um Otimo ajuste ao Modelo TOSETTO (2002),

indicando que ¢ mesmo pode ser utilizado para descrever processos fermentativos que

utilizam sacarose como substrato e cepas de levedura com alta capacidade hidrolitica {(alta

concentracdo de invertase). O termo desenvolvido para descrever o efeito de diauxia devido

a glicose mostrou-se bastante satisfatério permitindo um bom ajuste aos dados

experimentais,
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Capitulo 4 — Otimizacio Operacional do Arrapio de Reatores

OBJETIVO

Neste capitulo foi realizada a otimizag@io operacional do sistema proposto, objetivando a
obtengdo do arramjo otimo de fermentadores a partir trés arranjos distintos compostos cada
um de trés reatores, onde 0s ensaios pertencentes a cada arranjo foram realizados segundo o

planejamento experimental fatorial e os resultados analisados pelo método de superficie ¢

resposta.

1 INTRODUCAO

i.1 Bioreatores Tipo Torre Utilizando Leveduras Floculantes

Especial atencdo tem sido dada a fermentaggo alcodlica continua devido as grandes
vantagens que este processo apresenta em relagio aos processos de fermentacdo
convencionais. Recentemente, muitos processos continuos tém sido desenvolvidos, tais
processos utilizam céiulas de leveduras floculantes e o uso de células de leveduras

imobilizadas.

A principal vantagem destes processos € a possibilidade de acuimulo de altas
concentragdes celulares no interior do fermentador o que aumenta a produtividade do
sistema fermentativo, além do fato de reduzir os custos de producgiio uma vez que tais
processos ndo necessitam de unidades posteriores de separagiio de células, formadas por
centrifugas, equipamentos estes que adicionam custos substanciais de capital € de operagio
ao processo além da complexidade mecinica causando problemas operacionais que podem

ser uma potencial fonte de contaminagio microbioldgica (PRINCE & BARFORD, 1982}

A producgdo de etanol utilizando diferentes matérias primas, usando leveduras
floculantes, em reatores tipo torre com reciclo tem sido estudado em escala de Iaboratério
com o objetivo de otimizar uma futura aplicagio em escala industrial KURITYAMA et al
(1993).

A alta produtividade e estabilidade sdo alguns dos fatores que sdo levados em conta
quando se trabalha com bioreatores tipo torre utilizando leveduras floculantes, KURTYAMA ef.
al. {1985) trabalhando com um sistema de fermentacio continua com reciclo de células formado
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por dois fermentadores e um decantador utilizando leveduras floculantes para produgdo de
etanol, obteve conversdo de substrato maior que 98% e produtividade de 26,3 g etanol/ L. h,
trabalhando com diferentes concentragdes de substrato (125 a 181 g/L) e diferentes condigOes de
aeragdo num sistema estavel por 80 dias operando continuamente. O autor ressalta ainda que tal

produtividade € cerca de seis vezes 2 obtida pelo processo batelada Melle-Boinot.

PRINCE & BARFORD (1982) relatam a capacidade de um fermentador tipo torre
operando continuamente por 14 semanas com leveduras floculantes acumular altas concentragdes
celulares (70-90 g/L), onde produtividade e conversio em etanol sdo obtidos em fun¢io da vazédo
de alimentac3o e da concentragio de glicose. Outro ponto relevante para a aplicacdo industrial
deste processo que os pesquisadores abrangem neste trabatho ¢ a relagéio entre a concentragio de
glicose na alimentacgio e a concentragiio dos flocos de leveduras na saida do sistema, uma vez
que o aumento da conceniragdo de agucar na alimentagiio aumenta a viscosidade do meio

fermentativo aumentando assim o carregamento hidraulico de flocos de células.

HARSHBARGER ef. gl (1995) analisa o impacto econdmico da utiizagdo de um
bioreator de leito fluidizado de uma planta para produgiio de etanol comparado a um
processo tradicional em batelada. Utilizando-se o bioreator de leito fluidizado operando
continuamente com 30% de catalisador v/v e uma concentragio de glicose na alimentag#o
de 15% obtem-se um rendimento em etanol de 98% e uma conversdio de substrato de
99,5%. No processo tradicional operando com um tempo de fermentagdo de 24 horas e uma
concentracdo inicial de 15% de glicose obtem-se um rendimento em etanol de 95% e uma
conversio de 99,5%. O pesquisador conclui que o custo da planta industrial utilizando-se o

bioreator de leito fluidizado ¢ cerca de 17% mais baixo comparado ao processo tradicional.

BU’-LOCK (1983) trabalhando com leveduras floculantes para produgio de etanol em
sistemas continuos com reciclo de células de levedura, obteve conversio de substrato maior que
95% e produtividade maior que 25 g Etanol/ L. h, num sistema estavel por longo tempo. O
sistema trabathou com caldo de cana-de-aglicar podendo ser implantadc nas destilarias, com

baixo custo de capital e manutencio.

PAIVA et al (1996) conduzindo uma fermentagio alcodlica em bioreator tipo torre
com reciclo de células floculantes a uma taxa de diluigiio constante de 0,20 h -*, obtiveram uma

produtividade maxima de 18 g Etanol/L. h, e concentragiio final de Etanol de 90 g/L era atingida
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guando a concentragdo de substrato era 200 g/L, isto € equivalente a uma conversao de 99% do
substrato. Para valores menores de concentracdo de substrato S=160 g/l obteve-se um
rendimento maximo de etanol de 90% do maximo valor tedrico, e conclui que a alta
concentragio de células mantidas no reator (aproximadamente 100 g/L base seca) devido a
floculagdo natural das células era responsavel pelos valores obtidos muito superiores aos

encontrados nas industrias, favorecendo assim a aplicacgo do processo proposto.

PRINCE & BARFORD (1982), ressaltam que a configuragdo dos reatores tipo torre
pode ser também um avanco comparado aos sistemas convencionais com respeito ao controle de
contanunacac microbiologica, uma vez que bactérias presemtes no inicio do processo sdo
rapidamente eliminadas do sistema, uma vez gue os contaminantes sdc “lavados” do reator.
QOutra vantagem citada ¢ a alta concentragio de células de leveduras acumuladas no reator, o que
torna © sistema apropriado para operar com altas produtividades.

Apesar da grande disponibilidade de trabalhos em bioreatores de leito fhndizado em
escala de bancada poucos estudos na aplicagdo de métodos de “scale-up” estdo disponiveis.
ROTTENBACHER ¢f al. (1987) propdem um modelo para produgdo de etanol, baseando-se em

dois pardmetros, o tempo de residéncia e o fornecimento especifico de substrato.

1.2 Planejamento Fatorial Completo

O método de otimizagio por andlise de superficie de resposta tem como base o
método de planejamento fatorial, e consiste em um grupo de técnicas usadas para o estudo
empirico das relagdes entre uma ou mais respostas medidas e um nimero de variaveis de

entrada que possam ser controladas.

Para aplicar o método de analise de superficie de resposta € necessario
primeiramente programar ensaios através de um planejamento fatorial. Este método consiste
em selecionar um numero fixo de niveis para cada uma das variaveis de entrada. Entdo se
executam experimentos com todas as possiveis combinagOes. A primeira etapa € usualmente
um planejamento fatorial com 2 niveis (nivel —1 e nivel +1) para cada varidvel. Assim para
“n” varidveis envolvidas no estudo, o nimero de experimentos que deve ser realizado para
investigar todas as combinagdes possiveis € igual a 2. Para estimativa do erro experimental

associado aos ensaios, sfo realizados trés ensaios no ponto central ou nivel O (zero)
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correspondente as condigdes intermediarias entre os dois niveis atribuidos a cada variavel

(BOX et al 1978).

Com os resultados obtidos pelo planejamento é possivel calcular os efeitos
principais e de interagfic das variaveis sobre as respostas, determinando assim quais s30 0s
efeitos mais significativos, o que possibilita ajustar empiricamente um modelo linear ou de 1°
ordem, correlacionando-se as variaveis e as respostas obtidas. Se o modelo de 1° ordem ndo
apresentar uma boa correlagio com os dados experimentais € possivel complementar o
planejamento fatorial inicial realizando-se mais 2*n ensaios distribuidos rotacionalmente
(pontos axiais) a uma distdncia a da condigdo do ponto central, sendo (o) definido pela
equacdo {4.1) (KHURI & CORNELL, 1987), para obter um modelo quadratico ou de 2°

ordem. Onde: n representa o nimero de varniavels independentes estudadas.

o =432" (4.1

2 MATERIAIS E METODOS

Para obtengdo do arranjo Otimo de fermentadores foram estudados trés arranjos
distintos compostos cada um de trés reatores onde 0s ensaios pertencentes a cada arranjo
foram realizados segundo o planejamento experimental fatorial e os resultados analisados

pelo método de superficie e resposta.

A metodologia utilizada nestes ensaios foi a mesma descrita no Capitulo 2 {itens
2.1 a2 2.3). Apds a mnoculacio do sistema, onde as concentracdes celulares iniciais de cada
fermentador eram iguais, fol feita uma fase inicial de retengio e actimulo de células de
leveduras dentro do mesmo conforme descrito no capitulo 2 (item 2.4.1.6). Durante a
obtengio dos dados experimentais a concentragido de substrato ¢ o tempo de residéncia em

cada ensaio variaram de acordo com o planejamento experimental completo.

Cada fermentacio foi monitorada por amostragens periodicas do vinho fermentado
em cada um dos trés fermentadores, do meio concentrado e do efluente onde se determinou
em cada uma delas a concentracdo de ART, concentragdo de etanol e a altura e estabilidade

do leito de células formado. No inicio e no término de cada ensaio era realizada a pesagem
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do frasco contendo o meio concentrado ¢ do efluente obtendo-se assim pela diferenca de
peso o que realmente foi consumido de substrato e produzido de etanol no término de cada
ensaio. A partir destes dados foi feito o balango de massa do sistema onde foram calculados
o rendimento ¢ a produtividade do sistema para cada ensaio. Antes de se mudar as
condiges para a realizacdo de um novo ensaio tomou-se o cuidado de que o regime

estacionario tivesse sido atingido.

s ensaios correspondentes a cada arranjo estudado foram realizados de acordo
com © plangjamento experimental fatorial de forma aleatéria. Assim foram realizados
aleatoriamente 2° ensaios para verificagio de um modelo de 1° ordem, trés ensaios no ponto
central para obtencdio do erro experimental & mais 4 ensaios distribuidos rotacionalmente

(equagdo 4.1), totalizando-~se onze ensaios para cada arranjo.

As varigveis independentes estudadas (n=2) em cada ensaio foram z concentracio
de substrato na alimentacdo S (150 a 200 g/L) e o tempo de residéncia tr (3 a 4 hora). As
variaveis resposta foram: (a) rendimento (%) e a produtividade do sistema (g Etanol/L..h)

que foram respectivamente calculadas utilizando-se as equacgdes (4.2) e (4.3).

Rend = [£ tanol(° QL)]* 1000 @)
[4RT,,}¥0.6475
Prod = D*[E tan ol(° GL)J*10 4.3)

Onde:
D= Taxa de diluigio h™ (1/tempo de residéncia)
0,6475 corresponde ao fator estequiométrico
[ART:] = ART (Agucares redutores totais que entra no sistema

[Etanol (°GL)J= Concentragdo final de etanol em °GL (%ov/v)

2.1 Linhagem

A cepa de levedura utilizada nos ensaios do arranjo Otimo foi uma linhagem de

Saccharomyces sp 1solada da unidade de fermentacdo industrial da Destilaria JUNQUEIRA
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(Igarapava/SP) durante a safra de 2000, selecionada dentre outras isoladas de processos

industriais conforme descrito no Capitulo 02.

2.2 Arranjos de Reatores Testados

Com o objetivo de operar um sistemna de fermentacdo alcodlica com altas
produtividades mantendo o rendimento em etanol compativel aos niveis industriais, sem a
necessidade de se utilizar unidade de separacio de células (centrifuga), visando assim &
redugiic do custo de producio do etanol em torno de 15%, foi realizada a otimizagio
operacional do sistema proposto, visando a obtengfio de um arranjo otimo de fermentaggo
constituido de trés reatores tipo torre para produgio de etanol utilizando leveduras com
caracteristicas floculantes.

VIEGAS (2002) trabalhando com um sistema constituido por 2 reatores em série
com leveduras floculantes destaca como ponto relevante a diminui¢go do volume de leito de
células formado no primeiro reator quando altas taxas de alimentacdio de substrato sdo
aplicados. Este fato ¢ decorrente da grande quantidade de CO- liberado por unidade de
tempo, que ocorre nestas condigdes. Apesar do aumento da produtividade em um primeiro
momento, esta liberacdo de CO, pode acarretar em uma diminui¢io da concentragdo de
células no primeiro reator 0 que provoca uma queda no rendimento fermentativo no
decorrer do tempo. Deve-se, portanto tomar cuidado ao se adotar condigbes de operacio
que possam levar a valores de produtividade muitos elevados, para que ndo haja
desestabilizacio operacional do sistema.

Nesta etapa foram testados a performance de trés arranjos constituidos cada um
por trés reatores interligados, oniginando sistemas de reatores que operam com alta
produtividade ¢ rendimentos em etanol satisfatorios. A escolha dos arranjos a serem
estudados foi fundamentada na necessidade de se utilizar sistemas que contribuam para a
estabilidade do leito de leveduras formado durante o processo de fermentagdo, uma vez que
segundo VIEGAS (2002) este € o principal fator para se operar sistemas de fermentagio

alcodlica com reatores tipo torre sem a necessidade de se utilizar separadoras centrifugas.
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2.2.1 Arranjo 1

Este arranjo ¢ constituido de um sistema composto por trés reatores ligados em
série, onde vinho fermentado provemente do primeiro reator alimentou ¢ segundo e ¢ vinho
proveniente deste alimentou ¢ terceiro reator. A Figura 4.1 mostra um esquema do arranjo

1.

Amostras/ Reater [ ¥inke Vinhe + CO;

Cda

~
/

— T OHRD (T=32°C) -

HA (T=32°C) __

] -
[ U
i =

Alimentagdo (Q1)

s

for 2

Reator 3

Bemha Peristiliica

Figura 4.1- Esquema de Fermentadores -Arranjo 1

O objetivo de se estudar este arranjo € ehiminar o efeito da inibicdc pelo produto
devido as altas concentrages de etanol proveniente do reator 1, uma vez que o tempo de
residéncia em cada reator é baixo, fazendo que o etanol formado percorra rapidamente o
sistema, acarretando uma maior concentracdo de substrato para ser convertido no reator 3.
Como toda a alimenta¢do € feita no reator 1 a desestabilizagio do leito neste reator tende a
ser maior que nos reatores 2 ¢ 3. Espera-se neste arranjo que o sistema come um todo se

comporte como um reator “plug-flow”, com retirada de CO, entre cada reator.
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2.2.2 Arranjo 2

Este arranjo ¢ constituido de um sistema composto de trés reatores, sendo que os
dois primeiros séo ligados em paralelo cuja vazio de alimentacdo em cada reator € 50% da
vazio total. O vinho fermentado proveniente destes reatores alimentou um terceiro reator
que ests ligade em serie com os dois primeiros.

O objetivo de se estudar este arranjo ¢ dividir a taxa de aplicacfo total (g de
substrato/ h) entre os reatores 1 e 2, diminuindo assim a formacgdo de CO; nestes reatores o
que contribui para manter a estabilidade operacional do leito de leveduras formado nos
mesmos, além de aumentar o tempo de residéncia do substrato nos reatores 1 e 2, o reator 3
que recebe o efluente dos reatores 1 € 2 tem um tempo de residéncia bem menor auxiliando
assim a reduzir o efeito da intbicZo do produto devido as altas concentragdes de etanol

proveniente dos reatores 1 e 2. A Figura 4.2 esquematiza o arranjo 2.

Amosiras/ Reaterl +C0O» Yinho Yinho
[ -

1
. s L B
— — —
Hy0 (T=32°C )| — -
— TR
Alimexntag o \]'/T 509 Qt . Reator 3
eater 1 T Reater 2
50% Qi & Qt
Bemba Peristiliica

Figura 4.2- Esquema de Fermentadores -Arranjo 2.
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2.2.3 Arranjo3

Este arranjo € constituido de trés reatores ligados em série sendo gue ¢ primeiro
reator recebeu metade da alimentacio total, o efluente proveniente deste alimentou o
segundo reator juntamente com a ouira metade da alimentacio, o efluente proveniente do
segundo reator alimentou o terceiro reator.

O objetivo de se estudar este arranjo € dividir a taxa de aplicacic total (g de
substrato/ h) entre os reatores 1 e 2, diminuindo assim a formacgio de CO, nestes reatores ¢
que contribui para manter a estabilidade operacional do leito de leveduras formado além de
amenizar os efeitos de inibigdo pelo produto nos reatores 2 e 3. A Figura 4.3 mostra um

esquerna do arranjo 3.

Amostras/ Reatorl +COy Vinhe Vinhe
) Amostra/Reaior 2 .
" :
[N modarg : ]
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— — —
' :
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J AT
: X
: :
Alimentacdo (50 %Q1) ; \|/1 50% Ot ¥ Reator3
fﬁ-?ﬂ% Reater 1 Bexior 2
Qt=01+0Q2

Bomba Peristiltica
Figura 4.3- Esquema de Fermentadores -Arranjo 3

A Tabela 4.1 apresenta as condi¢cOes de cada ensaic realizado em cada arranjo
estudado. O valor do ponto central 3,5 h em relagdio a varidvel tempo de residéncia (tr) foi
escolhido por ser um valor compativel com as condigSes operacionais dos processos
industriats. A escolha do valor do ponto central 175,00 g/L. da variavel concentragdo de
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substrato (8) se deve ao fato de que concentragdes de etanol em torno de 9 °GL s3o obtidas,

valores estes compativels com niveis industriais.

Tabela 4.1- Ensatos realizados no planejamento fatorial completo, onde: S-Concentraciio de

substrato {g/L) e tr-tempo de residéncia do substrato no sistema (h)

Ensaio S{g/L) tr (h) S {g/L) tr (h)
Valores Codificados Valores Decodificados

i -1,00 -1,00 150,00 3,00

2 -1,00 +1,00 150,00 4,00

3 +1,00 -1,00 200,00 3,60

4 +1,00 +1,00 200,00 4,00

5 - 0 140,00 3,50

6 o 0 210,00 3,50

7 0 -« 175,60 2,80

8 0 o 175,00 4,20
9(C) 0 0 175,00 3,50
10 {C) 0 0 175,00 3,50
11 (C) 0 0 175,00 3,50
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3 RESULTADOS E DISCUSSAQO

3.1 Otimizacde Operacional do Arranjo de Reatores

3.1.1 Otimizacio - Arranjo 1

A Tabela 4.2 mostra os resultados experimentais dos testes obtidos no arranjo 1,
onde os valores da rendimento e produtividade do sistema foram obtidas pelas equagbes

(4.2) e (4.3) respectivamente.

Tabela 4.2- Ensaios realizados no planejamento fatonal linear, onde: S-Concentracio de

substrato (g/L) e tr - tempo de residéncia do substrato no sistema (h) - Arranjo 1

Caso  S{g/L) tr (h) S(g/L) tr (h) Produtividade Rendimento
{g Etanol /L h) (%)

Valores Codificados Valores Decodificados

1 -1,00 -1,00 150,00 3,00 21,09 84,85
2 -1,00 +1,00 150,00 4,00 14,67 94,56
3 +1,00 -1,00 200,00 3,00 24,41 88,98
4 +1,00 +1,00 200,00 4,00 20,79 86,89
5 o 0 140,00 3,50 16,32 93,20
6 a 0 210,00 3,50 25,32 87,18
7 0 -« 175,00 2,80 28,20 88,50
8 0 a 175,00 4,20 19,71 91,60
9C 0 0 175,00 3,50 20,78 93,10
10C 0 0 175,00 3,50 21,01 92,75
11C 0 0 175,00 3,50 21,13 93,32

Com base nos resultados contidos na Tabela 4.2 foram estudados os efeitos das
variaveis independentes sobre o rendimento e a produtividade do sistema proposto no

arranjo 1.
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3.1.1.1 Rendimento Arranjo 1

A partir dos dados contidos na Tabela 4.2 e utihzando o “Software Statistica 5.07
obteve-se os valores dos efeitos principais e os de interagdo de cada vanavel para o
rendimento. A Tabela 4.3 mostra os valores dos efeitos principais juntamente com os efeitos

de interagio de cada variavel estudada.

Tabela 4.3- Estimativa dos efeitos principais e de interagio sobre o rendimento — Arranjo 1
(L é o coeficiente do termo linear € Q € o coeficiente do termo quadratico)- Erro puro =

0,082

Fator Efeito Erro Padriio
MWeédia 93.05* 0,16*
(HSL) -3,01% 0,20%
2y tr (L) 3,00% 0,20%*
( X
S(Q) -3,51* 0,24%
tr (Q) 3,65% 0,24%
1L * 2L -5,89* 0,28%

*valores significativos (no nivel de 95%); R*=0, 9258 Grau de Ajuste =0,8517.

Pode-se perceber pelos dados contidos na Tabela 4.3 que ao variar a concentragio
de substrato {(S) de 150,00 g/L. para 200,00 g/L. a variavel resposta, o rendimento diminui
em média 3,01%. Para o tempo de residéncia, quando passa do nivel -1 (3 h) para +1 (4 h),

o rendimento sofre um aumento de 3,00%.

Sendo o principio do planejamento uma analise multivariavel, € possivel avaliar o
efeito da interacdo entre as varidveis. Isto significa que ao variar a concentragdo de substrato
de -1 para +1, a mudanca na resposta pode ndo ser a mesma, pois esta depende da variaco
do tempo de residéncia. Na Tabela 4.3, isto pode ser verificado através do efeito de

interag@o, que corresponde ao ultimo valor apresentado.

A importancia dos efeitos principais juntamente com os efeitos de interagio podem

ser melhor visualizados pelo grafice de Pareto (Figura 4.4), que mostra uma estimativa dos
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efertos de cada variavel estatisticamente significativa no nivel de confianga de 95% (valores

absolutos).
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Figura 4.4- Grafico de Pareto (Rendimento Arranjo 1)

Pela Figura 4.4 pode-se perceber que os efeitos mais significativos no intervalo de
confianga de 95% foram o termo de interacdo entre o tempo de residéncia e concentragdo de
substrato na alimentagdo. Este fato esta relactonado a alimentag3o neste arranjo ter sido feita
integraimente no reator 1, acarretando numa maior desestabilizagdo do leito formado neste
reator, fazendo com que as mudangas que ocorrem no termo de interagio, que € fisicamente
definida pela taxa de aplicacio (g de substrato na alimentac@io/ h) seja mais relevante para o

rendimento, quando o sistema € submetido a altas taxas de aplicagdo.

O fato do termo de interacdo entre o tempo de residéncia e concentragio de
substrato na alimentag@io ser o termo que apresenta maior significdncia estatistica neste
arranjo e ter valor negativo, significa que o mesmo tem um efeito contrario ao rendimento, o
que era esperado uma vez que altas taxas de aplica¢gdo diminuem a estabilidade do leito de

células formado, reduzindo assim o rendimento obtido.
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0O modelo codificado obtido pela regressdo que relaciona o rendimento do sistema

com a concentracdo de substrato na alimentagio e o tempo de residéncia, € a equacgéo de 2°
ordem descrita matematicamente pela equacio (4.4).

Rend =93,05-151*S+1,50% ~1,76* 5> +183** - 2,95* S *1r (4.4)

A Tabela 4.4 (Tabela ANOVA) faz uma avaliagdo do desempenho do modelo

obtide, onde a percentagem de variagio explicada (R”) é dada pela equagdio {4.3).

R =3 (4.5)
SO;

Onde:
SQ g = Soma Quadratica da Regressio

SQ r = Soma Quadratica Total

No modelo em estudo obteve-se um valor de R igual a 0,9258, o que significa que

92,58 % das variagGes nos resultados obtidos podem ser explicados pelo modelo empirico.

Tabela 4.4- ANOVA para o rendimento -Arranjo 1 (p = N.° de pardmetros do modelo
obtido, n = N.° total de ensatos, m = N.° de ensaios distintos, g.1 = graus de liberdade)

Fonte de S.Q gl M.Q Teste F R?
Variac8o
Regressdo 99,03 p-1=5 19,81 12,53 0,9258
Residuos 7,93 n-p=3 1,58
F.Ajuste 7,77 m-p=3 2,59
E Purc 0,16 n-m=2 0,08
Total 106,96 n-1=10

Fss5=5,05 (tabelado no nivel de 95%)

De modo a verificar se o modelo explica uma quantidade significativa da variagio

nos dados experimentais, pode-se utilizar o teste F de significAncia. Para isto, compara-se o
valor de F estimado a partir dos dados experimentais com o valor tabelado de uma
distribui¢do de frequéncia de referéncia F . o1
Como o valor tabelado de F para o intervalo de 95% de confianca foi de 5,05
(BRUNS et. @.,1996), valor este 3,92 vezes inferior ao valor obtido com o modelo, pode-se
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afirmar que a quantidade de varagdo devido ao modelo € significativamente maior que a

varia¢io ndo explicada, atestando assim a validade do modelo obtido.

A precisio adequada do modelo pode ser melhor visualizada pela Figura 4.5, onde

530 apresentados 0s valores ¢bservados experimentalmente versus 0s previstos pelo modelo.
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Figura 4.5- Valores Preditos versus observados (Rendimento Arranjo 1)

Assim, sendo o modelo quadratico valido, é possivel gerar as superficies de
resposta e as curvas de contorno que serfio analisadas para definir as faixas otimas de

operagio para otimizagdo do rendimento do sistema proposto pelo arranjo 1.

As Figuras 4.6 a € 4.6 b apresentam respectivamente a superficie de resposta ¢ as
curvas de contorno para o rendimento em fungo da concentragio de substrato e do tempo

de residéncia.
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Pelas Figuras 4.6 a € 4.6 b percebe-se que quanto menor a concentragdo de
substrato e maior o tempo de residéncia maior € o rendimento, e que o rendimento tende ao
maximo quando se opera o sistema com baixas concentracdes de substrato na alimentacio e

tempos de residéncia elevados.
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3.1.1.2 Produtividade Arranjo 1

Apés o estudo dos efeitos das variaveis estudadas sobre o rendimento partiu-se
para a otimizagdo da produtividade. Para o planejamento fatoral foi utilizada a mesma

sequéncia de ensaios apresentados na Tabela 4.2.

Na Tabela 4.5 sdo apresentados os efeitos principais de cada variavel e os efeitos de

interacdo dos efeitos significativos estatisticamente sobre a produtividade.

Tabela 4.5- Estimativa dos efeitos principais e de interagdo sobre o produtividade — Arranjo
1 (L € o coeficiente do termo linear e Q € o coeficiente do termo quadratico).

Fator Efeito Erro Padrio
Meédia 20,97* 0,10*
(DS (L) 5,54% 0,12*
2)tr (L) -5.51% 0,12*
S(Q) -1,22* 0,15%
tr (Q) 1,90* 0,15%
1L * 2L 1,40% 0,18*

*valores significativos (no nivel de 95%); R*=0, 9238 Grau de Ajuste =0,8478.

Pode perceber pelos dados apresentados na tabela 4.5 que a concentraciio de
substrato na alimentacdo apresentou uma influéncia positiva sobre a produtividade enquanto
que o tempo de residéncia apresentou uma influéncia negativa. Isto significa, que ao variar a
concentracdo de substrato (S) de 150,00 g/L. para 200,00 g/L. a variavel resposta, a
produtividade aumenta em média 5,54 g Etanol/ L. h. A mesma avaliagdo pode ser feita para
o tempo de residéncia (tr), quando passa do nivel -1 (3 h) para +1 (4 h), provoca uma queda

de 5,51 g Etanol/ L . h na produtividade do sistema.

A importancia dos efeitos principais juntamente com os efeitos de interagido podem
ser methor visualizados pelo grafico de Pareto (Figura 4.7), que mostra uma estimativa dos

efeitos de cada variavel estatisticamente significativa (valores absolutos).
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Figura 4.7 - Grafico de Pareto (Produtividade Arranjo 1)

Pela Figura 4.7 pode-se perceber que os efeitos mais significativos no intervalo de
confianca de 95% sdo o tempo de residéncia (linear) e a concentragdo de substrato (linear)

na alimentacgio.

Contrario ao rendimento o termo de interagdo entre a concentragdo de substrato e
o tempo de residéncia (taxa de aplicagéio) foi o termo de menor importéncia, uma vez que a
produtividade depende da concentracdo de substrato, do tempo de residéncia e da

concentracg@o de etanol, ndo dependendo da conversdo de substrato como o rendimento.

O modelo codificado obtido pela regressdo que relaciona a produtividade com a
concentracdo de substrato na alimentag@o ¢ o tempo de residéncia € a equacdo de 2° ordem

descrita matematicamente pela equagio (4.6).

Prod =2097+2,77*8§-2,75%tr ~0,61*8* +0,95*° +0,70*S*tr  {4.6)

A Tabela 4.6 (Tabela ANOVA) faz uma avaliagdo do desempenho do modelo, onde
a percentagem de variagio explicada (R?) ¢ dada pela equacdo (4.5).

No modelo em estudo obteve-se um valor de R” igual a 0,9238, o que significa que

92,38 % das varia¢Oes nos resultados obtidos podem ser explicados pelo modelo empirico.
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Tabela 4.6- ANOVA para o produtividade —-Arranjo 1 (p = N.° de parimetros do modelo
obtido, n = N.° tofal de ensaios, m = N.° de ensaios distintos, g 1 = graus de liberdade).

Fonte de S.Q gl M.Q TesteF  R?
Variacio
Regressio 134,26 p-1=5 26,85 12,15 09238
Residuos 11,05 n-p=5 2.21
F.Ajuste 10,99 m-p=3 3,66
EPurc 0,06 n-m=2 0.03
Total 145,31 n-1=10

F5,5 = 5,05 (tabelado no nivel de 95%)

Como o valor tabelado de F para o intervalo de 95% de confianga foi de 5,05
(BRUNS et. al ,1996), valor este 2,40 vezes inferior ao valor obtido com o modelo, pode-se
afirmar que a quantidade de variagdo devido ao modelo € significativamente mator que a

variac#o ndo explicada, atestando assim a validade do modelo obtido.

A precisiio adequada do modelo pode ser melhor visualizada pela Figura 4.8, onde
sdo apresentados os valores de produtividade obtidos experimentalmente versus os previstos

pelo modelo.
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Figura 4.8~ Valores Preditos versus observados (Produtividade -Arranjo 1)

Assim, sendo o modelo quadratice valido, é possivel gerar as superficies de
resposta € as curvas de contorno que serdo analisadas para definir as faixas 6timas de

operagdo para otimizagio da produtividade do sistema proposto no arranjo 1.

As Figuras 4.9 a e 4.9 b apresentam respectivamente a superficie de resposta e as
curvas de contorno para a produtividade em fungfio da concentracdo de subsirato e do

tempo de residéncia.
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Superficie de Resposta
Produtividade {g Ttanclfih}
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a

Figuras 4.9 ae 4.9 b - Superficie de resposta e curvas de
contorno { Produtividade arranjo 1)
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Pelas Figuras 49 a e 4.9 b verfica-se que a produtividade apresenta um
comportamento antagdnico em relagdo ao rendimento, ou seja, quanto maior a concentragéo

de substrato € menor o tempo de residéncia mator seré a produtividade do sistema.

3.1.1.3 Definicdes da faixa 6tima de operaciio - Arranjo 1

Para definir o ponto otimo de operacio deve-se levar em conla a importancia do
rendimento, ou seja, deve-se buscar obter a maior produtividade possivel sem que o valor do
rendimento seja afetado, Como era esperado o comportamento dos valores de rendimento e
produtividade em funcio da conceniracio de substrato e tempo de residéncia se mostraram
antagOnicos. Desta forma € necessaria a analise das superficies de ambas as respostas para se

definir o ponto étimo de operacio.

Ao analisar as Figuras 4.6.a ¢ 4.6.b, observa-se que ¢ rendimento tende ac maximo

para baixas concentracles de substrato e altos tempos de residéncia.

Valores satisfatérios de rendimento fermentative (91,00%) podem ser atingidos na
faixa que varia de 130-200 g/ de substrato com 3,0 a 3,6 horas de tempo de residéncia.
Para se obter o valor otimo de operagfo, buscou-se a produtividade maxima contida nesta

faixa.

_ P‘_elas Figuras 4.9.a e 49.b é possivel obter dentro da faixa pré-estabelecida a
maxima g.fodutividade 26,29 ¢ Etanol/ L. h para valores de 170 g/L de substrato e 3,0 horas
de tempo de residéncia até 200 g/i. de substrato e 3,0 horas de tempo de residéncia.
Levando-se em conta que a concentracio de etanol no vinho é fungfo da concentragfo de
ART para um mesmo rendimento e considerando a necessidade de se obter a maior
concen{ra;gﬁe alcoolica possivel, optou-se por trabathar no ponto que corresponde a 180 g/L.
de ART (o que resulta numa concentracdo final de etanol em torno de 10,00 °GL,

considerando rendimento 90%) e 3,0 horas de tempo de residéncia.
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3.1.2 Oftimizacio - Arranjo 2

A Tabela 4.7 mostra os resultados experimentais dos testes obtidos no arranjo 2, ,
onde os valores da rendimento e produtividade do sistema foram obtidas pelas equagbes

(4.2) e (4.3) respectivamente.

Tabela 4.7- Ensaios realizados no planejamento fatorial linear, onde: S-Concentragio de
substrato (g/L) e tr-tempo de residéncia do substrato no sistema (h) - Arranjo 2.

Caso S (g/L) tr (h) S (g/L) tr (h) Produtividade Rendimento

(g Etanol/L. h) (%)
Valores Codificados Valores Decodificados

1 -1,00 -1,00 150,00 3,00 23,45 87,00
2 -1,00 +1,00 150,00 4,00 15,66 94.09
3 +1,00 -1,00 200,00 3,00 24,69 832,78
4 +1,00 +1,00 200,00 4,00 23,12 84.45
5 -0l 0 140,00 3,50 17,97 91,36
6 o 0 210,00 3,50 22,00 86,00
7 0 - 175,00 2,80 2434 83,24
8 0 o 175,00 4,20 20,82 90,11
9C 0 0 175,00 3,50 21,77 85,01
10C 0 0 175,00 3,50 22,68 84 44
11C 0 0 175,00 3,50 22.17 84,78

Com base nos resultados contidos na Tabela 4.7 foram estudados os efeitos das
variaveis independentes sobre o rendimento e a produtividade do sistema proposto no

arranjo 2
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3.1.2.1 Rendimento Arranjo 2

A partir dos dados contidos na Tabela 4.7 ¢ utilizando o “Software Statistica 5.0”
obteve-se os valores dos efeitos principais ¢ os de interacdo de cada variavel para o
rendimento. A Tabela 4.8 mostra os valores dos efeitos principais juntamente com os efeitos

de interag@o de cada varidvel estudada.

Tabela 4.8- Estimativa dos efeitos principais e de interagdo sobre o rendimento — Arranjo 2
(L € o coeficiente do termo linear e Q € o coeficiente do termo quadritico).

Fator Efeito Erro Padréo
Media 84,74* 0,16*
(1S ) -5,36* 0,20*
(2)tr (L) 4.62* 0,20*
S{Q) 3,64% 0,24*
Tr(Q) 1,63% 0,24%
IL * 2L -2,71* 0,28*

*valores significativos (no nivel de 95%); R*=0, 9553 Grau de Ajuste =0,9105.

Os trés primeiros efeitos da Tabela 4.8 correspondem aos efeitos principais das
variaveis, que ¢ a média dos efeitos na resposta devido a mudanca da variavel da faixa de -1
para +1. Isto significa que ao vanar a concentragdo de substrato (S) de 150,00 g/L. para
200,00 g/L. a variavel resposta, no caso o rendimento diminui em média 5,36%. Para o
tempo de residéncia, quando passa do nivel -1 {3 h) para +1 {4 h), o rendimento sofre um

aumento de 4.62%.

A importancia dos efeitos principais juntamente com os efeitos de interagdo podem
ser melhor visualizados pelo grafico de Pareto (Figura 4.10), que mostra uma estimativa dos
efeitos de cada variével estatisticamente significativa no nivel de confianca de 95% (valores

absolutos).
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Figura 4.10- Grafico de Pareto {Rendimento Arranjo 2)

Pela Figura 4.10 pode-se perceber que os efeitos mais significativos no intervalo de
confianca de 95% sdo o tempo de residéncia (linear) e a concentrac@o de substrato (linear)

na alimenta¢do.

Ao se comparar a Figura 4.10 com a Figura 4.4 pode-se perceber que para o
arranjo 2, o efeito do termo de interagiio entre as variaveis independentes nfo foi tdo
significativa assim como foi para o arranjo 1, isto se deve ao fato de que no arranjo 2 a
alimentacio foi divida igualmente entre os reatores 1 e 2, minimizando assim a
desestabilizagdo do leito de célula formado quando o sistema opera com altas taxas de

aplicagdo (g de substrato na alimentacio/h).

O modelo codificado obtido pela regressgo que relaciona o rendimento do sistema
com a concentragdo de substrato na alimentacdo, o tempo de residéncia, € a equacgio de 2°

ordem descrita matematicamente pela equagio (4.7).

Rernd = 84,742,678 +231* 1 +1818% + 0,81 —1,35* S *1r %)
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A Tabela 4.9 (Tabela ANOVA) faz uma avaliagio do desempenho do modelo

obtido, onde a percentagem de variagio explicada (R%) é dada pela equaggo (4.5).

No modelo em estudo obteve-se um valor de R? igual a 0,9553, o que significa que

95,53 % das varniagdes nos resultados obtidos podem ser explicados pelo modelo empirico.

Tabela 4.9- ANOVA para o rendimento -Arranjo 2 {(p = N.° de parametros do modelo
obtido, n = N.° total de ensaios, m = N.° de ensaios distintos, g.1 = graus de liberdade}.

Fonte de S.Q gl MQ Teste F R?
Variagdo
Regressdo 126,66 p-1=5 25,33 21,35 0,9552
Residuos 5,93 n-p=>5 1,19
F.Ajuste 5,76 m-p=3 1,92
E.Puro 0,16 n-m=2 0,08
Total 132,60 n-1=10

F55=5,05 (tabelado no nivel de 95%)

Como o valor tabelado de F para o intervalo de 95% de confianca foi de 5,05
(BRUNS ef. al.,1996), valor este 4,22 vezes inferior ag valor obtido com ¢ medelo, pode-se
afirmar que a quantidade de variagdo devido ao modelo € significativamente maior que a

variagdo ndo explicada, atestando assim a vahdade do modelo obtido.

A precisdo adequada do modelo pode ser melhor visualizada pela Figura 4.11, onde
sdo apresentados os valores observados experimentalmente versus os previstos pelo modelo

obtido (equacdo 4.7).
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Figura 4.11- Valores preditos versus observados (Rendimento -Arranjo 2)

Assim, sendo o modelo quadratico valido, é possivel gerar as superficies de
resposta e as curvas de contorno que serfio analisadas para definir as faixas otimas de

operagdo para otimizagdo do rendimento do processo.

As Figuras 4.12 a e 4.12 b apresentam respectivamente a superficie de resposta e as
curvas de contorno para o rendimento em fungio da concentragiio de substrato e do tempo

de residéncia.
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Figuras 4.12 a e 4.12 b Superficie de Resposta e Curva de
Contorno (Rendimento arranjo 2)
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Pelas Figuras 4.12 a e 4.12 b percebe-se que quanto menor a concentragio de
substrato e maior o tempo de residéncia maior € o rendimento, e que o rendimento tende ac
maximo quando se opera o sistema com baixas concentragSes de substrato na alimentacio e

altos tempos de residéncia.
3.1.2.2 Predutividade Arranjo 2

Apos o estudo dos efeitos das variaveis estudadas sobre o rendimento partiu-se
para a otimizagdo da produtividade. Para o planejamento fatorial foi utilizada a mesma

sequéncia de ensaios apresentados na Tabela 4.7,

Na Tabela 4.10 sdo apresentados os efeitos principais de cada variavel e os efeitos

de interacdo dos efeitos significativos estatisticamente sobre a produtividade.

Tabela 4.10- Estimativa dos efeitos principais e de interacfio sobre o produtividade —
Arranjo 2 (L € o coeficiente do termo linear e Q) € o coeficiente do termo quadratico).

Fator Efeito Erro Padrio
Média 22 ,49* 0,19*
(1) S (L) 3,60% 0,32%
2y tr (1) -3,58% 0,32*
(
S(Q) -2,17%* 0,36*
1L * 21 3,11* 0,45%

*valores significativos (no nivel de 95%); R*=0, 9340 Grau de Ajuste =0,8900.

Pode perceber pelos dados apresentados na tabela 4.10 que a concentragio de
substrato na alimentagio apresentou uma influéncia positiva sobre a produtividade enquanto
que o tempo de residéncia apresentou uma influéncia negativa. Isto significa que ao variar a
concentragio de substrato (S) de 150,00 g/l para 200,00 g/L. a varidvel resposta, a
produtividade aumenta em média 3,60 g Etanol/ L. h. Para o tempo de residéncia, quando
passa do nivel -1 (3 h) para +1 (4 h), provoca uma queda de 3,58 g Etanol/ L . h na

produtividade.
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A importancia dos efeitos principais juntamente com os efeitos de interagio podem
ser melhor visualizados pelo grafico de Pareto (Figura 4.13), que mostra uma estimativa dos

efeitos de cada variavel estatisticamente significativa (valores absolutos).
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Figura 4.13- Grafico de Pareto (Produtividade - Arranjo 2)

Pela Figura 4.13 pode-se perceber que os efeitos mais significativos no intervalo de
confianga de 95% sdo o tempo de residéncia (linear) e a concentragio de substrato (linear)

na alimentacio.

O modelo codificado obtido pela regressdo que relaciona a produtividade com a
concentracdo de substrato na alimentac¢io e o tempo de residéncia € a equacgio de 2° ordem

descrita matematicamente pela equagio (4.8)

Prod =22,49+1,79*S —179%tr —108* S2 +155* S *#r (4.8)

A Tabela 4.11 (Tabela ANOVA) faz uma avaliacdo do desempenho do modelo,

onde a percentagem de variagdo explicada (R”) ¢ dada pela equacio (4.5).
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No modelo em estudo obteve-se um valor de R? igual a 0,9340, o que significa que

93,40 % das varia¢Oes nos resultados obtidos podem ser explicados pelo modelo empirico,

Tabela 4.11- ANOVA para o produtividade -Arranjo 2 (p = N.° de par@metros do modelo
obtido, n = N.° total de ensaios, m = N.° de ensaios distintos, g.| = graus de liberdade).

=

Fonte de SQ gl MQ Teste ¥ R
Vanacho
Regressdo 68,57 p-1=4 17,14 21,16 0,9340
Residuos 4 84 n-p=6 0,81
F.Ajuste 4.43 m-p=4 1,10
E Purc 0,41 n-m=2 0,205
Total 73,41 n-1=10

Fi6 = 4,53 (tabelado no nivel de 95%)

Como o valor tabelado de F para o intervalo de 95% de confianga foi de 4,53
(BRUNS et. al.,1996), valor este 4,70 vezes inferior ao valor obtido com o modelo, pode-se
afirmar que a quantidade de variagdo devido ao modelo € significativamente maior que a

variacdo ndo explicada, atestando assim a validade do modelo obtido.

A precisdo adequada do modelo pode ser melhor visualizada pela Figura 4.14, onde

sio apresentados os valores observados experimentalmente versus os previstos pelo modelo.
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Figura 4.14- Valores Preditos versus observados (Produtividade - Arranjo 2)
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Assim, sendo o modelo quadratico valido, € possivel gerar as superficies de
resposta e as curvas de contorno que serdo analisadas para definir as faixas Otimas de

opera¢io para otimizagdo da produtividade do sistema proposto no arranjo 2.

As Figuras 4.15 a e 4.15 b apresentam respectivamente a superficie de resposta e as
curvas de contorne para a produtividade em fungfio da concentracdo de substrato e do

tempo de residéncia.
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Pelas Figuras 4.15 a e 4.15 b verifica-se que a produtividade apresenta um
comportamento antagdnico em relagdio ao rendimento, ou seja, quanto maior a concentragao

de substrato e menor o tempo de residéncia maior sera a produtividade do sistema.

3.1.2.3 Definicées da faixa 6tima de operacio - Arranjo 2

Para defini¢io do ponto 6timo de operacdo, deve-se levar em conta a importéncia
do rendimento, ou seja, deve-se buscar obter a maior produtividade possivel sem que o valor

do rendimento seja afetado.

Como descrito anteriormente, o comportamento dos valores de rendimento e
produtividade em fungfio da concentragio de substrato e tempo de residéncia se mostrou
antagbnicos. Desta forma € necesséria a analise das superficies de ambas as respostas para se

definir o ponto 6timo de operacéo.

Ao analisar as Figuras 4.12 a e 4.12 b, observa-se que o rendimento tende ao

maximo para baixas concentragdes de substrato e altos tempos de residéncia.

Valores satisfatorios de rendimento fermentativo (91,61%) podem ser atingidos na
faixa que varia de 130-190 g/L. de substrato com 2,6 a 4,4 horas de tempo de residéncia.
Para se obter o valor 6timo de operagdo, a produtividade deve ser a maxima contida nesta

faixa.

ApOs pré-definida esta faixa percebe-se pelas Figuras 4.15 a e 4.15 b que existe
uma ampla faixa onde valores de produtividade em torno de 21,68 g Etanol/L.h podem ser

atingidos.

Outro fator que deve ser levado em consideragdo € a concentracdo de etanol no
vinho, pois, quanto maior seu valor, menor sera o consumo de vapor e a quantidade de
vinhaca gerada na etapa de destﬂagéo; Levando-se em conta que a concentracio de etanol
no vinho € fungdo da concentracdo de ART para um mesmo rendimento e considerando a
necessidade de se obter a maior concentragio alcodlica possivel, optou-se por trabalhar no
ponto que corresponde a 175,00 g/L. de ART (9,63 °GL considerando rendimento em torno

de 90%) e 4,0 horas de tempo de residéncia.
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3.1.3 Otimizacio - Arranjo 3

A Tabela 4.12 mostra os resultados experimentais dos testes obtidos no arranjo 3,
onde os valores da rendimento e produtividade do sistema foram obtidas pelas equacSes

(4.2} e (4.3) respectivamente.

Tabela 4.12- Ensaios realizados no planejamento fatorial linear, onde: 8-Concentracio de
substrato (g/L) e tr -tempo de residéncia do substrato no sistema (h) - Arranjo 3.

Caso S{g/L) tr (h) S (g/L) tr (h) Produtividade  Rendimento
{g Etanol /L. h) (%)

Valores Codificados Valores Decodificados

i -1,00 -1,00 150,00 3,00 26,45 97,84
2 -1,00 +1,00 150,00 4,00 19,88 91,49
3 +1,00 -1,00 200,00 3,00 27,68 86,60
4 +1,00 +1,00 200,00 4,00 25,78 88,58
5 - 0 140,00 3,50 23,01 89,90
6 o 0 210,00 3,50 28,90 85,67
7 0 - 175,00 2,80 27,15 86,27
8 0 o 175,00 4,20 23,62 88,92
9C 0 0 175,00 3,50 25,83 89,92
10C 0 0 175,00 3,50 26,16 90,91
11C 0 0 175,00 3,50 26,37 90,24

Com base nos resultados contidos na Tabela 4.12 foram estudados os efeitos das
variaveis independentes sobre o rendimento e a produtividade do sistema proposto no

arranjo 3.
3.1.3.1 Rendimento - Arranjo 3

A partir dos dados contidos na Tabela 4.12 e utilizando o “Software Statistica 5.0”
obteve-se os valores dos efeitos principais ¢ os de interagdo de cada variavel para o
rendimento. A Tabela 4.13 mostra os valores dos efeitos principais juntamente com 0s

efeitos de interagdo de cada variavel estudada.
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Tabela 4.13- Estimativa dos efeitos principais e de interagio sobre o rendimento — Arranjo 3
(L ¢é o coeficiente do termo linear ¢ Q ¢ o coeficiente do termo quadratico).

Fator Efeito Erro Padrdo
Meédia 90,37* 0,29*
(LS (L) -2,55% 0,35%
(@) tr (L) 2,31% 0,35%
S -2,00% 0,42%
Tr (Q) -2,28* 0,42%

*valores significativos (no nivel de 95%); R°=0,9014; Grau de Ajuste =0,8356.

Pode-se perceber pelos resultados apresentados na Tabela 4.13 que ao variar a
concentragio de substrato (S) de 150,00 g/l para 200,00 g/L a variavel resposta, ©
rendimento diminui em média 2,55%. Para o tempo de residéncia, quando passa do nivel -1
(3 h) para +1 (4 h), o rendimento sofre um aumento de 2,31%. Para este arranjo o termo de

intera¢do ndo foi significativo estatisticamente no nivel de 95% de confianca.

A importancia dos efeitos principais juntamente com os efeitos de interacio podem
ser melhor visualizados pelo grafico de Pareto (Figura 4.16), que mostra uma estimativa dos
efeitos de cada variavel estatisticamente significativa no nivel de 95% de confianca (valores

absolutos).
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Figura 4.16 - Grafico de Pareto (Rendimento - Arranjo 3)
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Pela Figura 4.16 pode-se perceber que os efeitos mais significativos no intervalo de
confianga de 95% s@o o tempo de residéncia (linear) e a concentracdo de substrato (linear)
na alimentacdo. O termo de interagio ndio foi estatisticamente significativo uma vez que a
distribuicao da altmentagio entre os reatores 1 ¢ 2 minimiza os efeitos da taxa de aplicagio
(g de substrato na alimentacdo/ hj.

O modelo codificado final obtido pela regressio que relaciona o rendimento do
sistema com a concentracio de substrato na alimentagiio € o tempo de residéncia, € a

equacgio de 2° ordem descrita matematicamente pela equacio (4.9).

Rend =9035-128*S +116%r ~1,04*5° —114%*#* (4.9

A Tabela 4.14 (Tabela ANOVA) faz uma avaliagio do desempenho do modelo

obtido, onde a percentagem de variagio explicada (R?) ¢ dada pela equacio (4.5).

No modelo em estudo obteve-se um valor de R igual a 0,9014, o que significa que

90,14 % das variacdes nos resultados obtidos podem ser explicados pelo modelo empirico.

Tabela 4.14 ANOVA para o rendimento -Arranjo 3 (p = N.° de pardmetros do modelo
obtido, n = N.° total de ensaios, m = N.° de ensaios distintos, g.1 = graus de liberdade).

Fonte de S.Q gl M.Q Teste F R®
Variagdo
Regressao 34,31 p-1=4 3,57 13,82 0,9014
Residuos 3,75 n-p=6 0,62
F.Ajuste 3,24 m-p=4 0,81
E Puaro 0,51 n-m=2 0,255
Total 38,06 n-1=10

Fis= 4,53 (tabelado no nivel de 95%)

Como o valor tabelado de F para o intervalo de 95% de confianca foi de 4,53
(BRUNS et. al.,1996), valor este 3,10 vezes inferior ao valor obtido com o modelo, pode-se
afirmar que a quantidade de variacdio devido ao medelo € significativamente maior que a

variag3o ndo explicada, atestando assim a validade do modelo obtido.
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A precisio adequada do modelo pode ser melhor visualizada pela Figura 4.17, onde

sido apresentados os valores observados experimentalmente versus os previstos pelo modelo.
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Figura 4.17 - Valores Preditos versus observados (Rendimento Arranjo 3)

Assim, sendo o modelo quadratico valido, € possivel gerar as superficies de
resposta e as curvas de contorno que serdo analisadas para definir as faixas oOtimas de

operagdo para otimizagdo do rendimento do sistera proposto no arranjo 3.

As Figuras 4.18 a e 4.18 b apresentam respectivamente a superficie de resposta e as

curvas de contorno para o rendimento em funcdo da concentrac8o de substrato e do tempo

de residéncia.
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Figuras 4.18 a ¢ 4.18 b - Superficie de Resposta e Curvas
de Contorno (Rendimento arranjo 3)
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Através das Figuras 4.18 a e 4.18 b percebe-se que quanto menor a concentragio

de substrato e maior o tempo de residéncia maior € o rendimento.

3.1.3.2 Produtividade arranjo 3

Ap6s o estudo dos efeitos das variaveis estudadas sobre o rendimento partiu-se
para a otimiza¢do da produtividade. Para o planejamento fatorial foi utilizada a mesma

sequéncia de ensaios apresentados na Tabela 4.12.

Na Tabela 4.15 sdo apresentados os efeitos principais de cada variavel ¢ os efeitos de

interacio dos efeitos significativos estatisticamente sobre a produtividade.

Tabela 4.15- Estimativa dos efeitos principais e de interagdo sobre o produtividade —
Arranjo 3 (L € o coeficiente do termo linear e Q € o coeficiente do termo quadratico).

Fator Efeito Erro Padréo
Meédia 25,53* 0,08%*
(1) S (L) 3,86% 0,19*%
2)tr (L) -3,36* 0,19%
1L * 2L 2,33% 0,27*

*valores significativos (no nivel de 95%); R*=0, 9257 Grau de Ajuste =0,8939.

Pode perceber pelos dados apresentados na Tabela 4.15 que a concentragdo de
substrato na alimenta¢do apresentou uma influéncia positiva sobre a produtividade enquanto
que o tempo de residéncia apresentou uma influéncia negativa. Isto significa que ao variar a
concentracio de substrato (S) de 150,00 g/l para 200,00 g/ a variavel resposta, a
produtividade aumenta em média 3,86 g Etanol/ L. h. A mesma avaliacdo pode ser feita para
o tempo de residéncia, quando passa do nivel -1 (3 h) para +1 (4 h), provoca uma queda de

3,36 g Etanol/ L . h na produtividade.

A importancia dos efeitos principais juntamente com os efeitos de intera¢do podem
ser melhor visualizados pelo grafico de Pareto (Figura 4.19), que mostra uma estimativa dos

efeitos de cada variavel estatisticamente significativa (valores absolutos).
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Figura 4.19- Gréfico de Pareto (Produtividade - Arranjo 3)

Pela Figura 4.19 pode-se perceber que os efertos mais significativos no intervalo de
confianca de 95% sdo o tempo de residéncia (linear) e a concentragio de substrato (linear)

na alimentag#o.

O modelo codificado final obtido pela regressio que relaciona a produtividade com
a concentra¢do de substrato na alimentagdo e o tempo de residéncia € a equagio de 1°

ordem descrita matematicamente pela equacio (4.10).

Prod =2553+193*S -168%r+117*S*mr (4.10)

A Tabela 4.16 (Tabela ANOVA) faz uma avaliagio do desempenho do modelo,
onde a percentagem de variagio explicada (R”) ¢ dada pela equagio (4.5).

No modelo em estudo obteve-se um valor de R* igual a 0,9257, o que significa que

92,57 % das vaniagdes nos resultados obtidos podem ser explicados pelo modelo empirico.
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Tabela 4.16- ANOVA para o produtividade -Arranjo 3 (p = N.° de pardmetros do modelo
obtido, n = N .° total de ensaios, m = N.° de ensaios distintos, g.1= graus de liberdade).

Fonte de S.Q gl M.Q Teste F R
Variaco
Regressido 57,98 p-1=3 19,32 29,27 0,9257
Residuos 4,65 n-p=7 0,66
F.Ajuste 4,50 m-p=> 0,90
E Puro 0,15 n-m=2 0,075
Total 62,63 n-1=10

F;7=4,35 (tabelado no nivel de 95%)

Como o valor tabelado de F para o intervalo de 95% de confianga foi de 4,35
(BRUNS et. al. 1996), valor este 6,73 vezes inferior ac valor obtido com o modelo, pode-se
afirmar que a quantidade de variagio devido ao modelo € significativamente maior que a

varia¢do n3o explicada, atestando assim a validade do modelo obtido.

A precisio adequada do modelo pode ser melhor visualizada pela Figura 4.20, onde

s&0 apresentados os valores observados experimentalmente versus os previstos pelo modelo.
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Figura 4.20- Valores Preditos versus observados (Produtividade - Arranjo 3)
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Assim, sendo o modelo de primeira ordem valido, € possivel gerar as superficies de
resposta € as curvas de contorno que serdo analisadas para definir as faixas Otimas de

operagdo para otimiza¢do da produtividade do sistema proposto no arranjo 3.

As Figuras 4.21 a e 4.21 b apresentam respectivamente a superficie de resposta ¢ as
curvas de contorno para a produtividade em fungiio da concentragdo de substrato e do

tempo de residéncia.
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Através das Figuras 4.21 a e 4.21 b verifica-se que quanto maior a concentragdo de
substrato € menor o tempo de residéncia maior € a produtividade do sistema proposto no

arranjo 3.

3.1.3.3 Definicdes da faixa 6tima de operacio - Arranjo 3

Pelas Figuras 4.18 a e 418 b pode-se perceber que valores satisfatorios de
rendimento fermentativo (acima de 90%) podem ser atingidos na faixa que varia de 135 -
185 g/L. de substrato com 3,3 a 4,25 horas de tempo de residéncia. Para se obter o valor

otimo de operacdo, a produtividade deve ser a maxima contida nesta faixa.

Na faixa pré-definida, € possivel obter através das Figuras 421 a e 4.21 b uma
produtividade méxima de 27,39 g Etanol/ L. h para valores de 165 g/L de substrato e 3,3

horas de tempo de residéncia até 185 g/L de substrato e 3,8 horas de tempo de residéncia.

Levando-se em conta que a concentragdo de etanol no vinho € fungio da
concentragdo de ART para um mesmo rendimento e considerando a necessidade de se obter
a maior concentrac@o alcodlica possivel, optou-se por trabalhar no ponto que corresponde a
185 g/L. de ART (10,17 °GL, considerando rendimento em torno de 90%) e 3.8 horas de

tempo de residéncia.

3.1.4 Escolha do Melhor Arranjo

Os resultados obtidos nos trés arranjos estudados apresentam ganhos significativos
quando comparados com trabalhos anteriores que utilizaram sistemas de produgio de etanol
utilizando células floculantes em reatores tipo torre. VIEGAS (2002) trabalhado com dois
reatores tipo torre ligados em série utilizando leveduras floculantes obteve produtividade
maxima de 15,40 g Etanol/L.h mantendo o rendimento na faixa de 93%. PAIVA et al.
(1996) utilizando sistemas de reatores de leito fluidizado para producdo de etanol, obteve

produtividades de 14,40 g Etanol/L. h e rendimentos de 88,3%.

Uma vez que os rendimentos maximos obtidos em cada um dos arranjos estudados
atingiram os niveis aceitaveis industrialmente (em torno de 90%), e o leito de células

manteve-se estavel, ndo apresentando mudangas visuais significativas nas caracteristicas dos
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flocos nos trés arranjos apresentados, optou-se por selecionar o arranjo que apresentou

maior produtividade.

Dentre os trés arranjos estudados o arranjo 3 (Figura 4.22) apresentou
produtividade méxima de 27,39 g Etanol/L.h superior aos 26,29 g Etanol/L.h e 21,68 g
Etanol/L.h dos arranjos 1 e 2 respectivamente, sendo, portanto o arranjo selecionado como
otimo onde posteriormente no Capitulo 05 foi testado seu desempenho com matérias primas
de uso industrial, onde estes resultados foram comparados com os obtidos utilizando meio

sintéticos (meio de referéncia).

=

Figura 4.22- Foto do Afranjo'3 Arranjo Otimo- Apos 75 dias de ensaios)

Pela Figura 4.22 pode-se perceber a alta concentracdo de células no leito formado
mesmo apds o sistema ter sido submetido a mais de 75 dias consecutivos de ensaios,
comprovando assim sua eficiéncia e alta estabilidade do leito, principal requisito para que o

mesmo possa ser empregado industrialmente.
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OBJETIVO

Neste capitulo foram realizados testes com diferentes matérias-primas de uso industrial, onde se
utilizou © arranjo escolhido como otimo (arranjo 3) nas condigdes Gtimas de operagdo,
objetivando comparar os resultados obtidos com aqueles utihizando meio sintético (meio de

referéncia).

1 INTRODUCAO

Nesta fase foram realizados testes com diferentes maténas-primas de uso industrial,
onde se utilizou o arranjo escolhido como 6timo (Arranjo 3) nas condigOes Otimas de operacio.
O objetivo destes testes foi estudar a performance do sistema proposto com matérias-primas de

uso industrial, objetivando um futuro uso do sistema em estudo em escala piloto.

As matérias-primas utilizadas nesta etapa foram: (a) Méis provementes de fabricas de
acucar com diferentes niveis de esgotamento e (b) Licor de primeira pressgo (material agucarado
proveniente da ultima prensagem do bagago de laranja de fabrica de suco concentrado -
CITROSUCO/Matio-SP).

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Méis Provenientes de Fabricas de Acicar com Diferentes Niveis de
Esgotamentos

Nesta etapa foram testados trés méis provenientes de fibricas de agucar com
diferentes niveis de esgotamentos. Foram testados os méis provenientes das Usinas: Estér
(Cosmopolis/SP), Alvorada (Araguari/MG) e Santa Candida (Bocaina/SP), onde estes

apresentaram diferentes valores de pureza em ART (%).
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2.1.1 Caracterizacio dos Méis

Para caracterizar cada mel utilizado, foram calculados: (a) Brix {conforme descrito
no capitulo 2 - item 2.5.2) diluindo {(p/p) cada mel 1/6; {(b) Pureza {equacio 5.1), {(c) ART
{agticares redutores totais - conforme no capitulo 2 - item 2.5.1), {d) Concentragiio de ART

(%) (equacdo 3.2) e {e) Densidade das amostras {equacgdo 5.3).

Q,
Pureza %)zM*}OO 5.1)
Brix
ART(%): (W) (5.2)
\ (dens*10)
Dens = 0,00434* Brix(%p / p)+0,9964 (5.3)

2.1.2 Conducio dos Ensaios Utilizando Méis com Diferentes Niveis de Esgotamento

Depois de caracterizado cada mel, partiu-se para os testes em fermentagio de

bancada, onde o sistema foi operado nas condi¢des Otimas do arranjo otimo (Arranjo 3).

2.2  Materiais Efluentes de Industrias de Alimentos

Nesta etapa foi testado no sistema de fermentadores otimizado material agucarado
proveniente da Gltima prensagem do bagaco de laranja de fabricas de suco concentrado (licor de
primeira pressdo). O material a ser fermentado utilizado nesta etapa foi coletado do processo
industrial de fabricagio de suco concentrado de laranja na unidade de produgéo da CITROSUCO
localizada em Matdo/SP.

2.2.1 Tratamento da Matéria-prima (Licor de primeira pressio)

O material coletado (licor de primeira pressdo) por se tratar de um sub-produto do
processo industrial apresenta em sua constituicio 20% de polpa de laranja, que deve ser
eliminado antes que © mesmo seja utilizado na alimentagdo do sistema de fermentacio

otimizado. Esta eliminaco se faz necessario uma vez que a alta concentracio de polpa em
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suspensio presente inicialmente no material a ser fermentado pode ocasionar a
desestabilizacdo do leito de células formado, que € o fator essencial para se operar o

processo proposto com altas produtividades e rendimentos satisfatorios.

O tratamento aplicado ao licor de primeira pressio fol uma decantagéo a frio, onde
o material a ser tratado foi resfriado a temperaturas em torno de 4°C permanecendo nesta
condigdo por 24 horas. Apés percorrido este tempo o material sobrenadante foi testado no
sistema de fermentacdo otimizado e o material precipitado composto em sua maioria por

polpa foi descartado.

2.2.2 Caracterizacio do Licor de Primeira Pressido

Apos submeter o material coletado industrialmente ac tratamento conforme
descrito no item 2.2.1, partiu-se para a caracterizagdo do material sobrenadante para

posterior utihzagdo do mesmo na alimentagio do sistema de fermentagéo otimizado.

Para caracterizar o licor de primeira, foram calculados: (a) Brix (conforme descrito
no capitulo 2 - item 2.5.2) dituindo (p/p) cada mel 1/6; (b) Pureza (equacgio 5.1), (c) ART
(agucares redutores totais - conforme no capitulo 2 - item 2.5.1), (d) Concentragdo de ART

(%) (equacido 5.2) e (e) Densidade das amostras (equagio 5.3).

2.2.3 Conducio dos Ensaios Utilizando Licor de Primeira Pressio

A duracdo do teste foi de 5 dias corridos, onde o sistema apresentou-se estavel por
todo o periodo de ensaio a que foi submetido. A quantidade de material coletado foi a
variavel limitante para a duragfo dos testes, uma vez que o volume coletado na indastna foi
de 120 litros, resultando apds etapa de tratamento e retirada da polpa em 96 litros de licor
de primeira pressdo. Como a alimentacdo foi feita diretamente a partir dos frascos contendo
o material a ser fermentado, considerando que a vazdo de alimentacdio foi de 0,84 L/hora

(20,16 L/dia) o volume de licor de primeira foi suficiente apenas para 5 dias de testes.

Depois de caracterizado o matenal a ser fermentado, partiu-se para os testes de
fermentagdo em bancada, onde o sistema foi operado nas seguintes condigdes: Concentracdo
ART na alimentagdo= 91,33 g/L e 3,8 horas de tempo de residéncia. N3o foi possivel operar
o sistema nas condig3es Otimas (185,00 g/L. de ART ¢ 3,8 de tempo de residéncia) uma vez
que o licor de primeira apresentou concentracdo de ART maxima de 91,33 g/L.
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A fermentacdo foi monitorada por amostragens periodicas do vinho fermentado em
cada um dos trés reatores, do meio concentradoe e do efluente onde se determinou em cada
uma delas a concentragdo de ART, concentracdo de etanol e a altura e estabilidade do leito

de células formado.

3 RESULTADOS E DISCUSSAQO

3.1 Méis provenientes de Fibricas de acticar com diferentes niveis de esgotamentos

A Tabela 5.1 apresenta os resultados obtidos na caracterizacio de cada mel

testado.

Tabela 5.1 — Caracteristicas dos méis utilizados.

Densidade  Brix ART ART Pureza
{g/ml) %) (gl (%) (%)

Usina Alvorada 1,326%9 76,17 75232 56,69 74,43
Usina Ester 1,3297 76,80 657,73 49 46 64,40

: iz
{é;lnngiga 1,3251 7576 602,18 4544 3997

Mel

Como pode ser observado pelos resultados apresentados na Tabela 5.1 a pureza
dos méis utilizados variam de 59,97% até 74,43%. Dentre os méis testados o mel
proveniente da Usina Santa Céndida apresentou a menor pureza (mais esgotado), pois,
apesar de ser um mel de segunda massa como os outros dois, este ¢ proveniente da
produciio de agiicar VHP (Very High Polarization) que por se tratar de um tipo de agicar
menos puro permite uma maior retencfio na fabrica, ou seja, mais sacarose € produzida e

consequentemente menos ¢ enviada para o mel diminuindo a pureza do mesmo.

A Tabela 5.2 mostra os resultados obtidos experimentalmente para cada mel
testado nas condigdes otimas de operagdo do Arranjo 3 (Capitulo 04 -185 g/I. de ART e 3,8

horas de tempo de residéncia).
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Tabela 5.2- Resultados experimentais obtidos para cada mel testado nas condigfes otimas de
Qperagao.

Mel ART (g/L) ART (g/1) Etanol Altura do
na Na saida do (°GL) letto
Alimentacéo reator 3 Na saida do formado em
(Saida do Reator 3 cada reator
diluidor) {cm)
Usina 185,26 6,37 10,87 46,50
Alvorada
Usina Ester 183,95 10,68 10,58 45,00
Usina S* 184,02 14,02 9,70 40,00
Céandida

A partir dos dados contidos na Tabela 5.2 calculou-se: (a) o rendimento (Cap.04
equagio 4.2), (b) a produtividade (Cap.04 equacdo 4.3) e a conversdo em ART(%) obtidos

para cada mel estudado.

A Tabela 5.3 mostra os resultados obtidos para cada mel, onde estes valores sdo
comparados com um valor de referéncia (meio sintético), quando fermentade nas mesmas

condigdes de operagdo do sistema.

Tabela 5.3 — Valores dos Rendimentos e Produtividades obtidos para cada mel utilizado

Mel Produtividade  Rendimento  Conversdo

{g Btanol/L.h) (%) ART (%)
Usina Alvorada 28,60 90,61 96,56
Usina Ester 27,84 88,82 94,19
[éznn;(?: 25,52 81,40 92,38
Sintético 27,39 91,00 9737

Pelos dados da Tabela 5.3 observa-se que os resultados obtidos utilizando-se méis
industriais foram muito satisfatorios quando comparados com os resultados de referéncia
(meio sintético). Pode-se perceber que os melhores resultados foram obtidos quando se
utilizou o mel da Usina Alvorada (menos esgotado), que possui maior pureza dentre os méis

testados.
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Quando utilizado o mel da Usina Santa Céndida {mais esgotado) observou-se que
os menores valores de rendimento e produtividade foram obtidos, havendo perdas

significativas no que diz respeito ao rendimento do sistema e conversio em ART (%%).

Os resultados apresentados na Tabela 5.3 podem ser melhor visualizado pela Figura
5.1, que compara 0s valores de produtividade, conversio em ART (%) e rendimento

{%)obtidos para cada mel, com o meio de referéncia (meio sintético).

7,37

Sintética

Usina Stz Candida
fEConverséo de ART{%)
{BRendimento (%)
# Produtividade @ EYOr/Lh)
Usina Ester
Usina Alvorada

Figura 5.1- Comparagiio dos resultados obtidos para cada mel testado com o meio de
referéncia (sintético)

Os resuitados obtidos representam ganhos significativos principalmente no que diz
respeito as altas produtividades, uma vez que se opera o sistema com altas concentragdes
celulares (45% v/v). A utilizaglo de conceniracfes celulares deste nivel em sistemas que
fazem uso de separadoras centrifugas nfio é uma pratica economicamente viavel uma vez
que se faz necessario um elevado ndumero dessas maquinas para realizagio da concentragfio

de células, aumentando o custo de producio do dlcool.

Qutro fator que deve ser levado em consideraciio € a concentragio de etanol no
vinho, pois, quanto maior seu valor, menor seréd ¢ consumo de vapor € a quantidade de
vinhaca gerada na etapa de destilagiio. Pela Tabela 5.2 pode-se perceber que os valores de
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concentracao de etanol no vinho fermentado (saida do reator 3) foram em tomo de 10°GL,

sendo obtidos valores de até 10,87°GL quando utilizado o mel da usina Alvorada.

3.2 Materiais efluentes de industrias de alimentos (Licor de Primeira Presséc)

A Tabela 5.4 apresenta os resultados obtidos na caracterizagiio do licor de primeira

pressio conforme descrito no item 2.2.2.

Tabela 5.4 — Caracteristicas do licor de primeira pressio utilizado na alimentacio do sistema
otimizado.

Densidade  Brix ART ART Pureza
(g/mi) (%) {gh (%) (%)

1,0766 18,50 9133 8,48 4585

Material

Licor de
primeira pressio

Como pode ser observado pelos resuliados apreseniados na Tabela 54 2
concentracio de aglcares presente no material a ser fermentado € baixa (91,33 g/l e 8.48%
em ART), motive este que levou o mesmo a ser alimentado diretamente no sistema sem se

utilizar o sistema de diluigdo em hnha.

A Tabela 5.5 mostra os resultados obtidos experimentalmente para o licor de
primeira press@ic testade no sistema otimizado onde os ensaios foram realizados conforme
descrito no item 2.2.3.

Tabela 5.5~ Resultados expenimentais obtidos para o licor de prumeira pressio utilizado no
sistema de fermentagfio otimizado {Arranjo 3).

Dias de Brix (%) ART ART Etanol Altura
Ensaic {Alimentacdo) (g/l)yna {g/L) {°GL} do leito
Aliment Na saida Na saida formado
acio do do em cada
reator 3 Reator 3 reator
{cm)
1 18.80 91,99 10,09 5,47 32
2 18,80 91.45 11,14 5,21 30
3 18,50 91,33 16,36 5,21 30
4 18,50 91,33 10,91 499 30
5 18,50 91,33 10,89 5,10 33
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Pode-se perceber pelos dados apresentados na Tabela 5.5 gque o sistema se
apresentou estavel durantes os 5 dias de ensaio. Outro ponto que € relevante ¢ a altura de
leito variando em tormo de 30 cm, estes valores estio bem abaixe dos obtidos quando se
opera o sistema com mel e meio sintético, uma vez que a baixa concentragdo de substrato na
alimentaco, e conseqiientemente baixa producdo de CO; faz com que o leito de células
formado figue mais compactado quando comparado aos ensaios utilizando outros substratos

mais concentrados.

A partir dos dados contidos na Tabela 5.5 calculou-se: (a) o rendimento (Cap.04
equagdo 4.2), (b) a produtividade {Cap.04 equagio 4.3) e a conversdo em ART(%) obtidos

para cada mel estudado.

A Tabela 5.6 mostra os valores dos resultados obtidos, onde estes valores séo
comparados com o valor de referéncia (meio sintético), quando fermentado nas mesmas
condigbes de operagio do sistema.

Tabela 5.6~ Valores dos Rendimentos e Produtividades obtidos utilizando licor de primeira
pressio na alimentag@o do sistema de fermentagao.

Dias de Ensaio  Produtividade  Rendimento  Conversio

(g Etanol/L h) {%) ART (%)
1 14,39 91,83 89,03
2 13,71 87,98 87,81
3 13,71 88,10 88,65
4 13,12 84,38 88,05
5 13,41 86,24 88,07
Sintético 15,78 92,66 89,90

Pode-se perceber pelos dados apresentados na Tabela 5.6 que o sistema se mostrou
estivel durantes os 5 dias de ensaio em que foi submetido. Os valores obtidos quando
comparados com o valor de referéncia (meio sintético) foram satisfatorios no que diz

respeito a conversido de ART (%) e produtividade (g Etanol/L.h).

Apesar dos valores obtidos quando utilizado o licor de primeira pressdo terem sido
menores que os obtidos com o meio sintético, vale ressaltar que o material testado € um sub-

produto da industria de suco concentrado de laranja, sendo, portanto um residuo do
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processo o qual deve sofrer um tratamento para reduzir a DBO (demanda bioquimica de

oxigénio) antes de ser descartado.
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CAPITULO 6

CONCLUSOES
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OBJETIVO

Neste capitulo sdo apresentadas as concluses gerais apés avaliagdo completa dos resultados

obtidos durante a realizacdo deste trabatho.

v Baseado no estudo de selecdo das linhagens de leveduras através da dindmica
populacional pode-se dizer que houve uma selecdo espontinea dentro do reator uma
vez que todas as cepas, por apresentarem boas caracteristicas fermentativas e
floculantes, a principio teriam possibilidade de permanecer no processo proposto.

Entretanto, no se pode concluir qual foi o fator que levou a esse dominio.

¥ Para o desenvolvimento de um reator com leito fluidizado para uso industrial, se faz
necessario além de estudos de concepcdo de projeto, estudos onde sejam
considerados os tipos de levedura que se pretende utilizar assim como o tipo de

matéria prima a ser processada.

v Qs resultados obtidos mostram que os modelos que levam em consideracdo o efeito
do substrato limitante, inibicdo pelo substrato e produto apresentaram o melhor

ajuste aos dados experimentais.

v A inibigdo pelo produto mostrou-se linear para todos os modelos testados para as
condicdes do ensaio com tempo de residéncia 2,92 h. Para os outros ensaios, ©

modelo ndo linear para este termo se mostrou mais adequado.

v A variacic dos valores dos parimetros dos modelos ajustados para os diferentes
tempos de residéncia mostram gque a expansio do leito varia de acordo com a

quantidade de CQO2 liberado/ unidade de tempo (velocidade de conversdo).

v Qs resultados obtidos vem confirmar que os processos fermentativos que utilizam
como fonte de carbono a sacarose, devem ser tratados como processos contendo
dois substratos distintos, glicose e frutose, e ainda devem levar em consideragio a

preferéncia do microrganismo em consumir a glicose (diauxia).
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O rendimento e a produtividade apresentam comportamento antagdnico para todos

os ensalos realizados.

Dentre os trés arranjos estudados o arranjo 3 apresentou produtividade maxima de
27,39 g Etanol/L h superior aos 26,29 g Etanol/LL.h e 21,68 g EtanoV/L h dos
arranjos um e dois respectivamente, sendo, portanio © arranjo selecionado como
otimo.

E possivel operar o sistema proposto otimizado com matérias-primas de uso

industrial mantendo altas produtividades e rendimentos elevados.

Com o sistema proposto € possivel operar com altos rendimentos e altas

produtividades sem 2 necessidade de se utilizar separadoras centrifugas.
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CAPITULO 7

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

» Estudar o comportamento do sistema proposto otimizado (Arranjo 3) em escala

piloto, visando assim sua futura implementagdo industrial.

» Utilizar os modelos obtidos para futuros trabalhos de modelagem e projetos de scale-

up.

» Testar o sistema proposto com meis mais esgotados (terceira massa).
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